Beta-Catenin in der kolorektalen Karzinogenese by Scheel, Silvio
 β-CATENIN in der 
kolorektalen Karzinogenese
 










β-CATENIN in der 
kolorektalen Karzinogenese 





























Erstgutachter:  Prof. Dr. Heinrich Leonhardt 
Zweitgutachter:  Prof. Dr. Dirk Eick 
 



























1 EINLEITUNG 3 
1.1 Krebs 3 
1.2 Das kolorektale Karzinom (KRK) 4 
1.2.1 Epidemiologie 4 
1.2.2 Diagnose, Therapie und Prognose 5 
1.2.3 Die Adenom-Karzinom-Sequenz und das KRK als Modelltumor 6 
1.3 β-CATENIN und der WNT Signalweg 9 
1.3.1 Die duale Funktion von β-CATENIN 9 
1.3.2 Der kanonische WNT Signalweg 11 
1.3.3 Die Rolle des kanonischen WNT Signalwegs für die intestinale 
Kryptenarchitektur 12 
1.3.4 Die Bedeutung von β-CATENIN im kolorektalen Karzinom 15 
1.3.5 Zielgene von β-CATENIN 18 
1.4 Das Krebsstammzell-Konzept 21 
1.4.1 EMT und stemness: das Konzept der migrierenden Krebsstammzellen 21 
1.4.2 Kolorektale Krebsstammzellen 23 
2 FRAGESTELLUNGEN 26 
3 ERGEBNISSE 27 
3.1 In einigen hochgradig mikrosatelliteninstabilen (MSI-H) kolorektalen Tumoren 
finden sich Mutationen im WTX – Gen 27 
3.2 Dickkopf-4 ist in kolorektalen Krebszellen oft herunterreguliert und inhibiert ihr 
Wachstum 37 




3.3 Der Krebsstammzellmarker CD133 hat eine hohe prognostische Aussagekraft 
aber unbekannte funktionelle Relevanz für die Metastasierung von humanem 
Dickdarmkrebs 47 
3.4 Die humane TERT (Telomerase RT-Komponente) ist in kolorektalen Tumoren ein 
Zielgen von β-CATENIN 60 
3.5 p16INK4A ist ein β-Catenin Zielgen und korreliert mit schlechtem Überleben in 
humanen kolorektalen Tumoren 82 
3.6 Das β-CATENIN Zielgen FGF-2 ist ein Mediator von Stemness, EMT und 
Chemoresistenz in humanen kolorektalen Tumorzellen 94 
4 DISKUSSION 141 
4.1 Stabilisierung von β-CATENIN und WNT Aktivität in KRK 141 
4.2 Kolorektale Krebsstammzellmarker und ihre funktionelle Bedeutung für die 
maligne Progression 144 
4.3 Identifizierung von β-CATENIN Zielgenen mit funktioneller Relevanz für 
kolorektale Krebsstammzellen 146 
4.4 Ausblick 151 
5 LITERATURVERZEICHNIS 157 
6 ABBILDUNGSVERZEICHNIS 168 
7 ANHANG 169 
7.1 Abkürzungen 169 
7.2 Manuskript-Beiträge 172 
7.3 Erklärung gemäß der “Promotionsordnung der LMU München für die Fakultät 
Biologie“ 174 
7.4 Danksagung 175 
7.5 Curriculum Vitae 176 
7.6 Kongress - und Workshop - Teilnahmen 177 
7.7 Auszeichnungen 179 
7.8 Eigene Publikationen 180 






Dickdarmkrebs ist weltweit eine der häufigsten krankheitsbedingten 
Todesursachen. Daher ist die Aufklärung der zugrunde liegenden anatomischen und 
molekularen Mechanismen der kolorektalen Tumorentstehung und - Progression ein 
hochrelevanter Gegenstand der internationalen biomedizinischen Forschung. 
Während der vergangenen zwei Jahrzehnte führten zahlreiche Studien bereits zu 
vielen grundlegenden Erkenntnissen, so dass heute bereits allgemeine 
Modellvorstellungen über die Entwicklung dieses Tumortyps existieren und diskutiert 
werden. Es stellte sich heraus, dass die überwiegende Mehrzahl kolorektaler 
Läsionen auf der Dysregulation des hochkonservierten WNT Signalwegs beruht. Das 
hierdurch stabilisierte Protein β-CATENIN ist die treibende Kraft hinter der 
kolorektalen Karzinogenese. β-CATENIN nimmt in der Zelle zwei unterschiedliche 
wichtige Funktionen wahr: zum einen ist es ein Bestandteil der membranösen Zonula 
adhaerens und am Aufbau von Epithelverbänden beteiligt. In diesem Kontext fungiert 
β-CATENIN als Tumorsuppressor. Zum anderen kann β-CATENIN auch im Kern 
vorliegen, wo es zusammen mit TCF/LEF1 einen aktivierenden Transkriptionsfaktor 
darstellt. Die hierdurch regulierten Zielgene vermitteln die Aggressivität der 
Tumorzellen, so dass β-CATENIN in diesem Zusammenhang ein Onkoprotein 
darstellt. In kolorektalen Tumoren sind Zellen mit nukleärem β-CATENIN häufig an 
der Invasionsfront lokalisiert und zeigen Verlust der epithelialen Differenzierung bei 
gleichzeitigem Zugewinn mesenchymaler Attribute. Insofern stellt die Invasionsfront 
eine Zone epithelialer-mesenchymaler Transition (EMT) dar, ein Prozess der eng mit 
der Progression von Krebserkrankungen verknüpft zu sein scheint und auch von 
wichtiger Funktion in der Induktion des Tumorstammzellphänotyps ist. Diese Befunde 
bilden das Fundament für das Konzept der migrierenden Krebsstammzellen im 
Dickdarm, deren aggressive Eigenschaften sich im Wesentlichen auf die Aktivität 
nukleären β-CATENINs zurückführen lassen.  
Im Mittelpunkt meiner Doktorarbeit standen somit Untersuchungen 
wissenschaftlicher Fragestellungen betreffend der Stabilisierung der WNT Aktivität in 
kolorektalen Tumoren und der Beteiligung von β-CATENIN an der Vermittlung des 
Tumorstammzellphänotyps. Ich konnte einen neuen denkbaren Mechanismus 
aufdecken, der in hochgradig mikrosatelliteninstabilen Tumoren zur Anreicherung 
von β-CATENIN führen könnte: in einem geringen Anteil dieser Tumore wies ich eine 
Frameshift-Mutation im WTX Gen nach, die vermutlich mit dem funktionellen Verlust 




des Genprodukts assoziiert ist. Bei WTX handelt es sich um eine kürzlich entdeckte 
Komponente des β-CATENIN Degradationskomplexes. Demnach könnte dessen 
Aktivität aufgrund des Ausfalls von WTX beeinträchtigt sein, wodurch der Abbau von 
β-CATENIN inaktiviert wird. In einem weiteren Projekt beschäftigte ich mich ebenfalls 
mit der Regulation der WNT Aktivität und half zu zeigen, dass kolorektale Tumoren 
einen Verlust der Expression des β-CATENIN Zielgens und WNT Inhibitors DKK4 
aufweisen, so dass der hierdurch aufgebaute negative feedback loop unterbrochen 
wird. 
Der Fokus meiner Doktorarbeit lag allerdings auf Untersuchungen hinsichtlich 
des Tumorstammzellkonzepts. Es stellte sich heraus, dass der etablierte 
Tumorstammzellmarker CD133 zwar sehr wohl eine prognostische Bedeutung für die 
Tumorprogression hat, sein funktioneller Beitrag für die Aggressivität kolorektaler 
Tumore hingegen vermutlich eine untergeordnete Rolle spielt. Die Beteiligung von β-
CATENIN an der Vermittlung von Tumorstammzelleigenschaften indes konnte in 
mehreren Projekten experimentell untermauert werden. Mir gelang die Identifizierung 
der neuen β-CATENIN Zielgene p16INK4A, TERT und FGF-2 und der Nachweis, dass 
diese tatsächlich auch in den vermeintlichen Tumorstammzellen der Invasionsfronten 
kolorektaler Tumore exprimiert werden. Die Tumorstammzellen zugeschriebene 
Eigenschaft geringer Proliferation wird im kolorektalen Karzinom demnach durch 
p16INK4A vermittelt, dessen Expression auch mit einer signifikant schlechteren 
Überlebensprognose für die betroffenen Patienten korreliert ist. Als essentielle 
Komponente des Telomerase Enzymkomplexes ist TERT von hoher Wichtigkeit für 
das Tumorstammzellattribut der Langlebigkeit, so dass β-CATENIN auch hierfür 
direkt verantwortlich gemacht werden kann. Eine basale Herausforderung für 
Tumorstammzellen, die sich durch Migration auszeichnen, ist die Konfrontation mit 
sich permanent ändernden Umgebungsbedingungen und das Risiko des Verlusts der 
adäquaten Tumorstammzellnische. Durch die β-CATENIN vermittelte, autokrine 
Expression von FGF-2 könnten die Tumorstammzellen autark von dieser Nische 
werden, da ich nachweisen konnte, dass FGF-2 eine essentielle Rolle in der 
Aufrechterhaltung von Stammzelleigenschaften kolorektaler Tumorzellen innehat.  
Zusammenfassend liegt der Hauptbeitrag meiner Doktorarbeit in der 
Untermauerung der fundamentalen Bedeutung stabilisierten β-CATENINs für die 
kolorektale Tumorentstehung und - Progression. In Unterstützung des Konzepts der 
migrierenden Krebsstammzellen konnte ich bestätigen, dass nukleäres β-CATENIN 
funktionell an der Vermittlung von Tumorstammzelleigenschaften im kolorektalen 
Karzinom beteiligt ist. 







Nach Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems stellen bösartige (maligne) 
Tumore weltweit die zweithäufigste Todesursache dar. So schätzte man für das Jahr 
2007 das Auftreten von mehr als sieben Millionen Todesfällen als direkte Folge von 
Krebsleiden, wobei jährlich in etwa zwölf Millionen neue Krebspatienten 
hinzukommen. Demnach beträgt das individuelle Lebenszeit-Risiko an Krebs zu 
erkranken über 11% und an einem Tumor zu sterben annähernd 6%. Männer sind 
dabei häufiger betroffen als Frauen und die Inzidenzen in der westlichen Welt sind 
deutlich höher als in Schwellen- und Entwicklungsländern (Garcia et al., 2007). 
Letzteres liegt vor allem daran, dass die Menschen in den Industrieländern teils sehr 
viel älter werden und der Großteil aller Tumore erst ab einem Lebensalter von etwa 
60-70 Jahren auftritt. Der derzeit stattfindende demografische Wandel wird folglich 
unweigerlich eine weitere Zunahme an Tumorerkrankungen mit sich bringen. 
Zusätzliche erhebliche Einflüsse auf das Auftreten von Krebserkrankungen haben 
außerdem genetische Prädispositionen, Umweltbelastung (z. B. Strahlung) sowie 
Lebensgewohnheiten (z. B. Ernährung und Tabakkonsum). Im Jahr 2004 entfielen in 
etwa 436.000 aller Neuerkrankungen auf Deutschland, wo im selben Jahr über 
200.000 Menschen ihrer Krankheit erlagen (Batzler et al., 2008). Aufgrund dieser 
sehr großen Todeszahlen ergibt sich, dass seitens der Medizin, der Forschung und 
der Industrie enorme Anstrengungen unternommen werden, um die Aussichten für 
betroffene Patienten künftig verbessern zu können. Hierzu zählen neben der 
Grundlagenforschung auch neue, patienten- und tumorindividuelle Diagnose- und 
Therapieverfahren (Theranostik), aber insbesondere auch Präventionsprogramme 
und regelmäßige Vorsorge-Untersuchungen zur Früherkennung maligner 
Veränderungen (Neoplasien) bestimmter Zell- und Gewebetypen. Für Tumorarten, 
bei denen dies bereits häufig durchgeführt wird (z. B. Gebärmutterhals, Brust, 
Prostata), sind zum Teil schon erste Erfolge erzielt worden. So schätzt man, dass 
sich die Zahl der neu diagnostizierten Krebsfälle durch Prävention und 
Früherkennung um bis zu mehr als 50% senken lassen wird (Garcia et al., 2007). 
Dies gilt insbesondere auch für das kolorektale Karzinom (KRK).  




1.2 Das kolorektale Karzinom (KRK) 
1.2.1 Epidemiologie 
Im Darm sind besonders das Kolon und das Rektum häufig von gutartigen 
(benignen) und malignen epithelialen Tumoren, den Adenomen und den Karzinomen 
betroffen. Durch diagnostische Verfahren wie der Darmspiegelung (Koloskopie) 
könnten auch kleinere Veränderungen der Darmschleimhaut (Mucosa) frühzeitig 
erkannt und die Inzidenz des KRK mittels rechtzeitiger Entfernung derartiger 
Tumorfrühstadien stark verringert werden. Dementsprechend gehört in Deutschland 
seit dem Oktober 2002 die Koloskopie ab dem 55. Lebensjahr zur angebotenen 
Darmkrebsvorsorge, deren Kosten auch von den gesetzlichen Krankenkassen 
übernommen werden. Dennoch war das KRK im Jahr 2004 die zweithäufigste 
Krebsneuerkrankung in Deutschland (16,9%) und ebenfalls die zweithäufigste 
krebsbedingte Todesursache (Abbildung 1) mit fast 28.000 verstorbenen Patienten 
(13,4%) (Batzler et al., 2008). Ähnlich ist die prozentuale Verteilung weltweiter Fälle 
des KRK, wo man für 2007 mit etwa 1,2 Millionen Neuerkrankungen und knapp der 
Hälfte an Verstorbenen rechnete (Garcia et al., 2007). In vielen Fällen erfolgte hier 
die Diagnose eines KRK zu spät, so dass die gängigen Therapieformen nicht mehr 
vom gewünschten Erfolg gekrönt waren.  
Abbildung 1: Prozentualer Anteil ausgewählter Tumorlokalisationen an Krebs-
Neuerkrankungen und an allen Krebssterbefällen in Deutschland 2004 
Darmkrebs gehört zu den häufigsten (A) Tumorerkrankungen mit schlechtem Verlauf (B) (rote 
Kästen). Angegeben sind die Inzidenzen in %; (Batzler et al, 2008). 
 




1.2.2 Diagnose, Therapie und Prognose 
Die Diagnose kolorektaler Läsionen wird nach operativer Entnahme maßgeblich 
von Pathologen erstellt, die das Tumormaterial makroskopisch, mikroskopisch sowie 
molekularbiologisch analysieren und gemäß gängiger Kriterien, z. B. der 
Weltgesundheitsorganisation (WHO) oder der Union Internationale Contre le Cancer 
(UICC), klassifizieren. Die UICC empfiehlt hierbei eine Klassifikation nach dem TNM-
System. Diesem liegen die Infiltrationstiefe des Primärtumors bezüglich der 
Basalmembran, der Mucosa (Schleimhaut) und der Sub-Mucosa (T0, T1, T2, T3, T4) 
sowie der metastatische Befall regionaler Lymphknoten (N0, N1) und das 
(überwiegend in der Leber vorkommende) Auftreten von Fernmetastasen (M0, M1) 
zugrunde. Von einem invasiven Karzinom und demnach einer malignen Erkrankung 
spricht man generell ab dem T-Stadium 1. In diesem haben die Tumorzellen nämlich 
die Basalmembran als Verankerung epithelialer Zellen durchbrochen und sind in 
benachbarte Gewebe eingedrungen. Passenderweise folgen die jeweiligen 
Therapieformen und die Überlebensprognosen für die Patienten u. a. den 
anatomischen Eindringtiefen ihrer jeweiligen Tumore. Therapieansätze können 
zusätzlich zu chirurgischen Maßnahmen auch die Gabe von Chemotherapeutika (5-
Fluoro-Uracil (5-FU), Irinotecan, Oxaliplatin) beinhalten sowie den Einsatz 
bestimmter Antikörper (z. B. Erbitux®, Vectibix®), die spezifisch gegen Zell-
Oberflächen-Moleküle wie den Epidermal Growth Factor (EGFR) gerichtet sind. Als 
Folge der Antikörperbindung kann u. a. deren Aktivität und somit verstärkende 
Wirkung auf die Tumorzellen gezielt blockiert werden (targeted therapy). Der Erfolg 
der gewählten Therapieform lässt sich v. a. anhand der 5-Jahres-Überlebensrate 
bestimmen, die für das KRK in Deutschland kumuliert bei etwa 60% liegt (Batzler et 
al., 2008). Von entscheidender Wichtigkeit für eine derart positive Prognose ist 
hierbei die Diagnosestellung eines KRK vor dem Auftreten von Fernmetastasen 
(UICC Stadium IV). Diese führen zu einer Senkung der 5-Jahres-
Überlebenswahrscheinlichkeit auf 5% und sind in der Regel auch direkt für den Tod 
der betroffenen Patienten verantwortlich (de la Chapelle, 2004). Doch auch Tumore, 
die entsprechend früh entdeckt und therapiert wurden, können nach einiger Zeit als 
sog. Rezidiv erneut wiederauftauchen und haben dann bei Diagnosestellung oft 
bereits Fernmetastasen entwickelt, so dass die 5-Jahres-
Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten deutlich geringer ausfallen wird. Hierfür 




verantwortlich könnten die sogenannten Mikrometastasen sein, bei denen von 
erhöhten Resistenzen gegen Therapeutika ausgegangen wird und die bei 
chirurgischen Eingriffen und pathologischer Klassifikation übersehen worden waren. 
Für die Diagnose- und Prognose-Erstellung wären molekulare Hinweise, die bereits 
anhand des Primärtumors einerseits Auskunft über den späteren Krankheitsverlauf 
und andererseits über eventuelles Therapieansprechen (individuelle Prädiktion) 
geben, somit von großer Wichtigkeit. Ein wesentliches Ziel der Theranostik ist es 
daher, derartige Hinweise als definierte Biomarker zu etablieren und diese in den 
klinischen Alltag einfließen zu lassen.  
 
1.2.3 Die Adenom-Karzinom-Sequenz und das KRK als Modelltumor 
Das KRK ist für das Auffinden derartiger Marker ein sehr geeigneter Tumor-
Typ. Hier ist nämlich die schrittweise Entwicklung einer malignen Erkrankung von 
frühesten hyperplastischen Vorläufer-Läsionen wie den aberranten Kryptenfoci (AKF) 
über gutartige Adenome (Polypen) und örtlich begrenzte Karzinome (Karzinom in 
situ) bis hin zu einem vollinvasiven und metastasierenden Karzinom 
histopathologisch außerordentlich gut definier- und nachvollziehbar. Dieser 
Tumorigeneseprozess wird daher auch als Adenom-Karzinom Sequenz bezeichnet 
(Muto et al., 1975), die sich vom Adenom bis hin zur Metastase wahrscheinlich über 
einen Zeitraum von etwa 20 Jahren erstreckt (Jones et al., 2008). Wie jeder andere 
Krebs auch entwickelt sich das KRK aus einem Zusammenspiel von genetischen und 
epigenetischen Veränderungen der Tumorzellen sowie der Interaktion mit den sie 
umgebenen Zellen, Organstrukturen und Komponenten der extrazellulären Matrix. 
Interessanterweise weisen zumindest Änderungen in der genetischen Komponente 
der Tumorentstehung einige Parallelen zur Adenom-Karzinom Sequenz des KRK 
auf. So ordneten Vogelstein und Mitarbeiter den einzelnen histologisch abgrenzbaren 
Stufen kolorektaler Tumore eine Reihe von Mutationen in Tumorsuppressorgenen 
und Proto-Onkogenen zu, die sich in der Großzahl dieser Läsionen finden und 
entwickelten daraus das multistep carcinogenesis model (Abbildung 2A) (Fearon and 
Vogelstein, 1990).  




Abbildung 2: Das Multistep Carcinogenesis Modell der kolorektalen Karzinogenese 
(A) Darmkrebsentstehung aufgrund schrittweise auftretender genetischer Alterationen oder (B) als 
Folge hochgradiger Mikrosatelliteninstabilität. Für Details siehe Text; modifiziert nach (Pino and 
Chung, 2010). 
 
Ausgehend davon, dass zur Aktivierung von Onkogenen (gain of function) ein, und 
zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (loss of function) zwei unabhängige 
genetische Mutationen (hits) notwendig sind, bedarf es diesem Modell nach 
mindestens sieben genetischer Alterationen in der Entwicklung eines KRK: in der 
Mehrzahl aller KRK (ca. 85%) wird der neoplastische Prozess durch Verlust des auf 
Chromosom 5q gelegenen Tumorsuppressorgens APC (ADENOMATOUS 
POLYPOSIS COLI) initiiert. Dieses wird aufgrund dieser Schlüsselstellung auch als 
gatekeeper der kolorektalen Karzinogenese bezeichnet (Kinzler and Vogelstein, 
1996). APC hat als eine Komponente des Spindelapparates u. a. eine grundlegende 
Rolle bei der Chromosomen Segregation inne (Kaplan et al., 2001). Bei funktionellem 
Ausfall des Proteins zeichnet sich diese Gruppe von Tumoren folglich häufig durch 
generell hohe chromosomale Mutationsraten aus und wird daher auch als CIN 
(chromosomal instability) KRK klassifiziert. Dem Verlust des APC folgen im Weiteren 
Mutationen im Proto-Onkogen KRAS sowie in Tumorsuppressorgenen, welche sich 
auf den Chromosomen 17p (TP53) und 18q (DCC, SMAD4) befinden. Diese über 
defektes APC initiierte Tumorentstehung findet sich auch in einem erblichen 
Syndrom des KRK wieder, wo Familienmitglieder bereits mit einer mutierten Variante 
(Allel) des APC Gens geboren werden: die familiäre adenomatöse Polyposis (FAP). 
FAP-Patienten entwickeln im Gegensatz zu Patienten mit sehr spät auftretenden 
sporadischen Neoplasien bereits bis zur Pubertät hunderte von Polypen im Kolon 
und im Rektum und zeigen mit annähernd 100% Penetranz das Auftreten von 
Adenokarzinomen in frühen Lebensjahren (de la Chapelle, 2004) (Abbildung 3). 




Abbildung 3: Familiäre Adenomatöse Polyposis (FAP) 
(A) Hunderte von Polypen (Adenome) im Dickdarm eines FAP-Patienten; (B) Normaler Dickdarm; 
(Weinberg, 2007). 
 
Das über die Keimbahn vererbte mutierte APC Gen stellt somit den ersten hit nach 
Knudsons Two-Hit-Hypothese dar (Knudson, 1993), während eine zweite, 
somatische Mutation (Punktmutation oder loss of heterozigosity, LOH) zum Ausfall 
des verbleibenden gesunden APC Gens bis zum jungen Erwachsenenalter führt 
(Albuquerque et al., 2002). Allerdings konnte in Analysen der Mutationsfrequenzen 
der Gene APC, KRAS und TP53 in humanen Fällen von KRK eine Koinzidenz aller 
drei Mutationen von lediglich 6,6% nachgewiesen werden (Smith et al., 2002). Dies 
lässt somit Zweifel an der allgemeinen Gültigkeit des Vogelstein-Modells aufkommen 
und eröffnet Spielraum für andere Modelle der kolorektalen Tumorprogression. Diese 
Zweifel gelten insbesondere für eine Gruppe von Dickdarmtumoren, die sich primär 
durch eine epigenetisch bedingte Karzinogenese auszeichnet statt durch Mutationen: 
den sporadischen hochgradig mikrosatelliteninstabilen (MSI-H) Tumoren. Dieser 
Form des KRK entsprechen stadienabhängig etwa 6-10% aller Fälle (Ogino and 
Goel, 2008). Im Gegensatz zu Tumoren des CIN Typs sind sporadische MSI-H KRK 
nicht durch früh auftretende APC Mutationen, sondern meist (ca. 75%) durch gain of 
function im BRAF Gen charakterisiert (Ogino and Goel, 2008), was häufig mit dem 
CpG island methylator phenotype (CIMP) assoziiert ist (Weisenberger et al., 2006). 
Aufgrund dieses Phänotyps kommt es im Folgenden zum Verlust der Expression von 
MLH1 (MUT-L homologue 1) durch Methylierung im Promotor/Exon1 Bereich dieses 
Gens. Da es sich bei MLH1 um eine essentielle Komponente des Mismatch 
Reparatur Systems (MMR) handelt, kommt es als Konsequenz der Methylierung zu 
Instabilitäten in Mikrosatelliten, die – wenn sie sich in genkodierenden DNA-




Abschnitten von Tumorsuppressorgenen befinden – weiter zur malignen 
Transformation beitragen können (Abbildung 2B). Auch vom MSI-H Typ des KRK gibt 
es eine familiäre Modellerkrankung: das hereditäre nicht polypöse kolorektale 
Karzinom (HNPCC), wo die Mikrosatelliteninstabilität als Folge von Mutationen in 
verschiedenen Komponenten des MMR auftritt (de la Chapelle, 2004). Trotz der 
Unterschiede in den Karzinogenesewegen von Tumoren des CIN oder des MSI-H 
Typs lassen sich letztendlich auch molekular annähernd alle Fälle von 
Dickdarmkrebs durch ein gemeinsames Attribut zusammenfassen: die Stabilisierung 
des Onkoproteins β-CATENIN. 
 
1.3 β-CATENIN und der WNT Signalweg 
1.3.1 Die duale Funktion von β-CATENIN  
β-CATENIN übernimmt in kolorektalen Epithelzellen zwei sehr unterschiedliche 
Aufgaben, die auch funktionell direkt mit verschiedenen zellulären Phänotypen 
korreliert sind (Harris and Peifer, 2005) (Abbildung 4).  
Abbildung 4: Die duale Funktion von β-CATENIN in Zelladhäsion und transkriptioneller 
Aktivierung 
β-CATENIN (β) ist zum einen am Aufbau der Zonula Adhaerens/Adherens Junctions (AJ) beteiligt, 
zum anderen kann es auch im Nukleus lokalisiert sein, wo es zusammen mit TCF einen aktiven 
Transkriptionsfaktor darstellt. Für Details siehe Text; modifiziert nach (Conacci-Sorrell et al., 2002). 




Zum einen ist β-CATENIN maßgeblich an der Konstruktion der Zonula adhaerens 
(adherence junctions) beteiligt und ist somit eine essentielle Komponente für den 
Aufbau und die Aufrechterhaltung des epithelialen Phänotyps (Brabletz et al., 2001; 
Hirohashi, 1998). Die Zell-Zell Kontakte der Zonula adhaerens werden durch 
homophile Interaktionen der extrazellulären Domänen des Kalzium-abhängigen 
Transmembranproteins E-CADHERIN vermittelt und führen unter anderem zum 
Erhalt einer geordneten Gewebe-Architektur wie auch der Zellpolarität. Auf 
zytoplasmatischer Seite interagiert E-CADHERIN mit β-CATENIN und 
PLACOGLOBIN (γ-CATENIN), welche dann ihrerseits via α-CATENIN den Kontakt 
zum β-AKTIN-Zytoskelett herstellen (Brembeck et al., 2006; Conacci-Sorrell et al., 
2002).  
Im Gegensatz zu dieser membranständigen Lokalisation kann β-CATENIN auch im 
Zellkern (Nukleus) vorliegen, wo es seine zweite wichtige physiologische Aufgabe 
wahrnimmt: hier interagiert β-CATENIN mit HMG (high mobility group) DNA 
Bindungsfaktoren der TCF/LEF Familie (T-CELL FACTOR/LYMPHOID ENHANCER 
FACTOR) (Behrens et al., 1996; Molenaar et al., 1996) und stimuliert die 
transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen, welche DNA-Bindemotive für diesen 
Proteinkomplex in ihren Promotor/Enhancer Regionen aufweisen. Diese TCF 
Bindeelemente (TBEs) sind durch das zentral gelegene Sequenzelement 
A/TTCAAAG (Hatzis et al., 2008) definiert. Die Expressionsstärke der Zielgene, 
welche unter anderem Proliferation und Dedifferenzierung vermitteln, wird ferner 
durch die Aktivität von chromatin remodelling Komplexen, insbesondere Histon 
Deacetylasen (HDACs) und Histon Acetyltransferasen (HATs) feinreguliert. Diese 
interagieren entweder direkt mit β-CATENIN beziehungsweise TCF/LEF oder werden 
via weiterer Brückenfaktoren an die TBEs rekrutiert und zeigen hier inhibierende 
(GRO/TLE (GROUCHO/TRANSDUCTION-LIKE ENHANCER OF SPLIT), CTBP (C-
TERMINAL BINDING PROTEIN)) oder stimulierende (SWI/SNF, p300/CBP (C-AMP 
RESPONSE ELEMENT BINDING PROTEIN)) Wirkung auf die Genaktivierung 
(Barker et al., 2001; Cavallo et al., 1998; Hecht et al., 2000; Le et al., 2008; Roose et 
al., 1998; Valenta et al., 2003).  
 




1.3.2 Der kanonische WNT Signalweg 
Physiologisch wird die subzelluläre Lokalisation von β-CATENIN über die 
Aktivität des evolutionär hochkonservierten kanonischen WNT Signalweg reguliert, 
dessen zentrales Effektormolekül es ist (Bienz and Clevers, 2000) (Abbildung 5).  
Abbildung 5: Der kanonische WNT Signalweg 
(A) In Abwesenheit von WNT Liganden wird β-CATENIN durch den Degradationskomplex 
gebunden und für den Abbau im Proteasom markiert. (B) Nach Bindung von WNT an der 
Zelloberfläche dissoziiert der Komplex, β-CATENIN wird stabilisiert und im Cytoplasma/Nukleus 
angereichert; Zielgene können aktiviert werden. Details siehe Text; modifiziert nach (Moon et al., 
2004). 
 
Bei Sättigung der membran-assoziierten β-CATENIN-Bindungsstellen wird im 
inaktiven Zustand des Signalwegs überschüssiges β-CATENIN durch den 
sogenannten Degradationskomplex gebunden und für den Abbau vorbereitet. Dieser 
zytoplasmatisch vorliegende Multiprotein-Komplex besteht zumindest aus den 
Molekülen GLYCOGEN SYNTHASE KINASE 3β (GSK3β), AXIN/CONDUCTIN und 
APC, wobei AXIN das Gerüstprotein dieses Komplexes darstellt. Nachfolgend wird β-
CATENIN durch die CASEIN KINASE Iα (CKIα) an Serin 45 phosphoryliert, was 
wiederum das Signal für weitere N-terminale Serin-/Threonin-Phosphorylierungen 
durch die GSK3β ist (Gregorieff and Clevers, 2005). So markiert wird β-CATENIN 
durch einen E3-Ubiquitin Ligase SCF-Komplex (SKP/CULLIN/F-BOX) 




polyubiquitiniert und dem zytoplasmatischen 26 S Proteasom Komplex zur 
Degradation zugeführt (Aberle et al., 1997; Bienz and Clevers, 2000). Physiologisch 
inhibiert wird dieser Prozess durch die Bindung von WNT Liganden an die sieben-
Transmembran-Rezeptoren der FRZ (FRIZZLED) Familie und ihre Korezeptoren 
LRP 5/6 (LOW DENSITY LIPOPROTEIN RECEPTOR-RELATED PROTEIN). Der 
genaue Ablauf der von den Rezeptoren ausgehenden Signaltransduktion, welche zur 
Hemmung des Degradationskomplexes führt, ist zwar noch nicht genau verstanden, 
aber man vermutet, dass die membranöse Translokation des Gerüstproteins AXIN 
hierfür eine maßgebliche Ursache darstellt. Vermittelt wird diese Translokation 
wahrscheinlich über das durch FRZ aktivierte Protein DSH (DISHEVELLED) und 
LRP 5/6 (Clevers, 2006). Als Folge der WNT Aktivierung kann β-CATENIN nicht 
mehr abgebaut werden, akkumuliert in der Zelle und gelangt auf noch nicht genau 
verstandenem Weg in den Nukleus, wo es seine transaktivierende Wirkung entfaltet. 
Doch auch in Anwesenheit von WNTs kann die Aktivität des Signalwegs gehemmt 
werden. Dies geschieht, indem die Liganden bereits extrazellulär durch ebenfalls 
sekretierte Proteine der SFRP-Familie (SECRETED FRIZZLED RELATED 
PROTEINS) gebunden werden, oder ihre Interaktion mit LRP 5/6 durch die Aktivität 
der Familie der DKK (DICKKOPF) Proteine gehemmt wird (Clevers, 2006).  
 
1.3.3 Die Rolle des kanonischen WNT Signalwegs für die intestinale 
Kryptenarchitektur 
Das adulte Intestinum setzt sich zusammen aus Dünndarm, Dickdarm (Kolon) 
und Enddarm (Rektum). Anatomisch sind diese Abschnitte recht ähnlich aufgebaut 
und charakterisiert durch eine enorme Anzahl von Einstülpungen. Diese 
sogenannten Darmkrypten dienen der Oberflächenvergrößerung und somit der 
effizienteren Aufnahme von Nährstoffen und/oder Wasser aus der Nahrung. Im 
Dünndarm erfüllen den gleichen Zweck zusätzlich noch die sogenannten Villi, die von 
den Krypten ausgehend ins Darmlumen hineinragen (Abbildung 6).  




Abbildung 6: Die Krypten-/Villus-Architektur des Darmes 
Der Darm besteht aus vielen Krypten, die der Oberflächenvergrößerung dienen. Im Dünndarm 
dienen demselben Zweck zusätzlich noch die Villi. Reguliert wird die Bildung dieser Architektur von 
basal in der Krypte lokalisierten Stammzellen. Für Details siehe Text; (Crosnier et al., 2006). 
 
Das Darmepithel, welches lediglich aus einer Zellschicht besteht, zeichnet sich durch 
eine hohe Rate konstanter Selbsterneuerung aus. So dauert der Lebenszyklus einer 
neugebildeten Zelle in der Kryptenbasis von einer Phase hoher Proliferation 
(transiently amplifying unit cells) über den Differenzierungszustand mit Sekretions- 
und/oder Absorptionsaufgaben bis hin zum programmierten Zelltod, der Apoptose, 
und dem Abschilfern der Zelle am Krypten- oder Villusapex (Anoikis) lediglich 3-6 
Tage (Gregorieff and Clevers, 2005). Somit werden allein ca. 1011 Zellen des 
menschlichen Dünndarms täglich über den Stuhl mit ausgeschieden (Potten and 
Loeffler, 1990). Ableiten lassen sich alle diese Zellen von gemeinsamen, sich selbst 
erneuernden, multipotenten adulten Stammzellen, die sich basal in den Krypten 
befinden (Potten et al., 2009; van der Flier and Clevers, 2009). Die treibende Kraft 
hinter dieser enormen Erneuerungsrate ist der WNT Signalweg (Abbildung 7A). 
 
 




Abbildung 7: β-CATENIN in der Biologie der Dickdarmkrypte 
Schematische Darstellung einer Dickdarmkrypte. Im Normalzustand (A) ist der WNT Signalweg 
lediglich im unteren Drittel der Krypte aktiv (ON). Hier sind die Zellen gekennzeichnet durch 
Dedifferenzierung und Proliferation. An der Basis der Krypten sind die Stammzellen lokalisiert. Nach 
apikal nimmt die Aktivität des Signalwegs ab (OFF), die Zellen stoppen den Zellzyklus und 
differenzieren um ihrer physiologischen Aktivität nachzukommen, bis sie an der Spitze der Krypte ins 
Darmlumen abschilfern (Anoikis). Bei Defekten im WNT Signalweg (B) werden die Zellen unabhängig 
von dieser Regulation, proliferieren weiter und behalten dabei ihren Vorläufer-Phänotypen. Es kommt 
zur Adenombildung; modifiziert nach (Weinberg, 2007). 
 
So liegt nukleäres β-CATENIN in wenigen Zellen an der Kryptenbasis vor, wodurch 
die dort liegenden Zellen durch hohe Zellteilung und Dedifferenzierung charakterisiert 
sind (van de Wetering et al., 2002). Außerdem findet sich nukleäres β-CATENIN im 
Mausmodell auch in den intestinalen Stammzellen, die gleichzeitig exklusiv durch 
das β-CATENIN Zielgen Lgr5 (Leucine-rich-repeat-containing G-protein coupled 
receptor 5) charakterisiert und somit nachweisbar sind (Barker et al., 2007). So 
könnte der WNT Signalweg hier auch eine essentielle Funktion für den Aufbau der 
intestinalen Stammzellnische inne haben. In apikaler gelegenen Zellen jenseits der 
transiently amplifying unit befindet sich β-CATENIN hingegen an der Zellmembran. 
Dementsprechend sind die Zellen durch hohe epitheliale Differenzierung und 
fehlende Proliferation gekennzeichnet (van de Wetering et al., 2002). Die Rolle des 
WNT Signalwegs für die Aufrechterhaltung der intestinalen Homöostase wurde auch 
in in vitro Kulturen intestinalen Gewebes bestätigt (Ootani et al., 2009) und 
eindrucksvoll in Experimenten mit transgenen Mäusen bewiesen, die entweder 
darmspezifisch den WNT Inhibitor Dkk1 exprimierten oder einen genomischen 




Knockout von β-catenin oder Tcf4 (Tcf4-/-) aufwiesen (Fevr et al., 2007; Korinek et al., 
1998; Pinto et al., 2003). In allen Modellen kam es zum Verlust der proliferativen 
Zellfraktion sowie des Stammzell-Kompartiments, was letztlich den Kollaps der 
Kryptenarchitektur zur Folge hatte. Über die physiologische WNT Quelle in der 
Kryptenbasis herrscht noch Unklarheit. Es wird aber vermutet, dass intestinale 
subepitheliale Myofibroblasten (ISEMFs) hierbei eine entscheidende Rolle spielen 
(Gregorieff and Clevers, 2005). Da diese in apikaleren Bereichen nicht vorhanden 
sind, könnte sich die hier fehlende nukleäre Lokalisation von β-CATENIN somit durch 
einen abnehmenden WNT Gradienten ausgehend von den ISEMFs erklären lassen. 
Ergänzend zu diesem rein passiven Effekt gibt es auch Untersuchungen die 
nahelegen, dass dem WNT Signalweg in luminalen Kryptenregionen aktiv 
entgegengewirkt wird, z. B. durch den HEDGEHOG (HH) Signalweg (Akiyoshi et al., 
2006; van den Brink et al., 2004). 
 
1.3.4 Die Bedeutung von β-CATENIN im kolorektalen Karzinom 
In kolorektalen Tumorzellen erfolgt die Stabilisierung von β-CATENIN 
unabhängig von Ligandenbindung durch Mutationen in Komponenten des WNT 
Signalwegs (Abbildung 7B). In CIN Tumoren erfolgt dies überwiegend durch loss of 
function von APC, welches hier auch oft die erste Mutation in der malignen Entartung 
darstellt. Wie erwähnt, zeichnen sich MSI-H KRK initial zwar durch andere 
Mechanismen der Karzinogenese aus, benötigen zur vollen Transformation häufig 
jedoch ebenfalls die Aktivität stabilisierten β-CATENINs. In dieser Gruppe von 
Tumoren wird dieser Zustand nicht ausschließlich über APC Mutationen erreicht 
(Huang et al., 1996; Shitoh et al., 2001), sondern auch Mutationen im AXIN2 Gen 
(Liu et al., 2000) oder in β-CATENIN (Polakis, 2000) selbst wurden hier beschrieben. 
Darüber hinaus sind in diesem speziellen Tumortyp auch noch weitere Mechanismen 
der β-CATENIN Stabilisierung denkbar. Interessanterweise wird der bivalente 
Charakter von β-CATENIN bezüglich seiner subzellulären Lokalisation trotz 
Akkumulation in allen Tumorzellen auch in vielen gut bis mäßig differenzierten KRK 
wiedergespiegelt (Abbildung 8). Diese Plastizität wird auch als das β-CATENIN 
Paradoxon bezeichnet (Fodde and Brabletz, 2007). 




Abbildung 8: EMT und nukleäre Akkumulation von β-CATENIN an der Invasionsfront 
kolorektaler Tumore 
β-CATENIN Immunhistochemie (braune Färbung) eines KRK. Im Tumorzentrum sind die Zellen 
epithelial differenziert und zeigen membranöses β-CATENIN, während die Zellen der Invasionsfront 
nukleäres β-CATENIN aufweisen und durch eine epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) 
charakterisiert sind; aus (Brabletz et al., 2001). 
 
So findet sich nukleäres β-CATENIN in diesen Tumoren vornehmlich in wenigen, 
teils einzeln, teils in kleinen Clustern vorliegenden Tumorzellen (sog. buds) der 
Invasionsfront wieder, welche den Übergangsbereich zwischen neoplastischen und 
normalen Gewebeanteilen darstellt (Brabletz et al., 1998; Brabletz et al., 2001). 
Zellen zentraler Tumoranteile enthalten hingegen wenig bis kein nukleäres β-
CATENIN, wobei zwischen Invasionsfront und zentralen Arealen eine graduelle 
Abnahme nukleären β-CATENINs zu beobachten ist. Dieses Verteilungsmuster von 
β-CATENIN findet sich ebenfalls in den Metastasen kolorektaler Karzinome wieder. 
Diese Beobachtung spricht daher für eine hohe Plastizität und regulatorische 
Komponenten, die zusätzlich zur Stabilisierung von β-CATENIN als Folge von 
Mutationen dessen nukleäre Translokation manipulieren können. Der regulatorische 
Anteil in der Progression eines KRK kann demnach als Erweiterung des linearen 
Modells der Karzinogenese nach Vogelstein aufgefasst werden. Die entsprechenden 
Signale hierfür könnten von der sich während des Tumorwachstums verändernden 
zellulären Umgebung (environment) stammen und zum Beispiel die über 
Oberflächenrezeptoren vermittelte Aktivierung weiterer Signalwege (pathways) 




beinhalten (Barker and Clevers, 2001; Vermeulen et al., 2010). Denkbar ist hier in 
etwa die Beteiligung von verschiedensten pathways, welche die Aktivität der AKT 
Kinase erhöhen. Diese ist nämlich wiederum bekannt dafür die nukleäre 
Translokation und die transkriptionelle Aktivierung von β-CATENIN durch bestimmte 
Phosphorylierungen entscheidend beeinflussen zu können (Fang et al., 2007). Aber 
auch zusätzliche Stimulation durch den WNT Signalweg selbst könnte hier von 
Bedeutung sein. In Zellkultur konnte nämlich gezeigt werden, dass auch kolorektale 
Tumorzellen, die bereits Mutationen in β-CATENIN besitzen, zur vollen Aktivierung 
weiterhin auf diese Liganden angewiesen sind (Bafico et al., 2004). Im Gegensatz zu 
Zellen aus zentralen Arealen ist auffallend, dass die Zellen der Invasionsfront durch 
fehlendes membranständiges β-CATENIN ihren epithelialen Phänotyp aufgegeben 
haben und in der Lage sind zu dissoziieren (budding) sowie mesenchymal zu 
dedifferenzieren. So zeigen besonders vereinzelte Zellen den Verlust von E-
CADHERIN bei gleichzeitiger Expression der mesenchymalen Markermoleküle 
FIBRONEKTIN und VIMENTIN (Brabletz et al., 2001). Von daher zeichnet sich die 
Invasionsfront als Zone einer epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) aus 
(Abbildung 8), einen Prozess den man auch in vitro mit kultivierten kolorektalen 
Tumorzellen simulieren kann (Brabletz et al., 2001; Conacci-Sorrell et al., 2003). 
Derartige Tumorzellen mit mesenchymalem Charaker sind durch hohe Migrations- 
und Invasionsfähigkeit gekennzeichnet (Spaderna et al., 2008). Da diese Prozesse 
von grundlegender Relevanz für die Progression zu einem metastatischen Zustand 
und somit in der Regel für den Tod der Patienten sind, weist dies auch auf eine 
elementare Bedeutung der EMT im Verlauf der Tumorigenese hin (Thiery, 2002). 
Unterstützt wird dies durch Daten, die belegen, dass das Ausmaß des buddings mit 
stark vermindertem Patientenüberleben korreliert ist (Hase et al., 1993; Ueno et al., 
2002). Aufgrund der Tatsache, dass die jeweiligen Metastasen ebenfalls durch 
epitheliale und mesenchymale Regionen gekennzeichnet sind, wird allerdings 
vermutet, dass es sich an der Invasionsfront lediglich um eine transiente EMT 
handelt, die durch den Umkehrprozess der mesenchymal-epithelialen Transition 
(MET) in der Metastase wieder revertiert wird. Bedingt durch die hohe Korrelation 
von nukleärem β-CATENIN und EMT an der Invasionsfront kolorektaler Karzinome 
ergibt sich somit die Frage nach dem Zielgen-Programm von β-CATENIN und ob 
dieses auch kausal für die EMT und die Progression der Tumore eine Rolle spielt. 




1.3.5 Zielgene von β-CATENIN  
Tumore sind durch einige ganz besondere funktionelle Eigenschaften 
gekennzeichnet, die sie von gesunden Geweben unterscheiden und die als 
Mindestanforderungen von Krebszellen erfüllt sein müssen, um eine voll maligne 
Krankheit ausbilden zu können: den hallmarks of cancer (Hanahan and Weinberg, 
2000). Eine ganze Reihe von mittlerweile identifizierten β-CATENIN Zielgenen sind 
interessanterweise an der Regulierung einzelner dieser Hallmarks funktionell beteiligt 
(Brabletz et al., 2009). 
Proliferation (hallmark: self-sufficiency in growth signals) 
Ein wesentliches Charakteristikum von Tumorzellen ist ihre extrem hohe 
Teilungsrate, die letztlich notwendig ist um überhaupt große Tumore entstehen zu 
lassen. CYCLIN D1 (Shtutman et al., 1999; Tetsu and McCormick, 1999) und das 
Proto-Onkogen cMYC (He et al., 1998) sind zwei proliferationsinduzierende β-
CATENIN Zielgene, was die zentrale Rolle von β-CATENIN in der kolorektalen 
Karzinogenese unterstreicht. Besonders interessant ist hierbei, dass cMYC über die 
Hemmung der p53-abhängigen Zelltod-Maschinerie gleichzeitig auch noch die 
Erfüllung des Hallmarks der Apoptose-Resistenz erklären kann. Experimentell 
bestätigt sind in diesem Zusammenhang bereits die β-CATENIN Zielgene SURVIVIN 
(Zhang et al., 2001a) und das anti-apoptotisch wirkende BCL-W (Lapham et al., 
2009). Die besondere Rolle von cMYC in der kolorektalen Karzinogenese wird 
eindrucksvoll in einer Arbeit hervorgehoben, die in transgenen Mäusen alle 
phänotypischen Effekte einer inaktivierenden Apc Mutation nur durch gleichzeitigen 
knockout von cMyc komplett revertieren konnte (Sansom et al., 2007). 
Paradoxerweise ist jedoch die Invasionsfront humaner kolorektaler Tumore trotz 
Zellen mit nukleärem β-CATENIN sowie cMYC- (Brabletz et al., 2000) und 
CYCLIN D1-Expression (Jung et al., 2001) eine Zone geringer Proliferation, was sich 
durch die simultane Expression des Zellzyklusinhibitors p16INK4A (Jung et al., 2001) 
erklären lassen könnte. Biologisch ließe sich dieser negative Einfluss auf die 
Proliferation dadurch erklären, dass eine hohe Zellteilungsrate oft im Widerspruch 
steht zu anderen funktionellen Prozessen wie der Migration oder der Invasion.  
 




Invasion und Metastasierung (hallmark: tissue invasion and metastasis) 
Für die Fähigkeit zur Invasion müssen Zellen auch Migrationsfähigkeit aufweisen 
können. Hierzu sind besonders mesenchymale Zellen gut in der Lage. β-CATENIN 
reguliert passenderweise unter anderem die Expression des EMT-Induktors 
TENASCIN C (Beiter et al., 2005) aber auch die Expression von E-CADHERIN 
Repressoren wie SLUG (Conacci-Sorrell et al., 2003) oder die mesenchymalen 
Markerproteine VIMENTIN und FIBRONEKTIN (Gilles et al., 2003; Gradl et al., 
1999). Somit ist β-CATENIN direkt für die Induktion von EMT verantwortlich 
(Brembeck et al., 2004). Um in benachbarte Gewebe invadieren zu können, müssen 
mesenchymale Zellen zunächst die sie umgebende extrazelluläre Matrix überwinden. 
Dies wird ermöglicht durch das β-CATENIN Zielgen MMP7 (MATRIX 
METALLOPROTEINASE7) (Brabletz et al., 1999), welches eine extrazellulär 
wirkende Metalloproteinase ist, die extrazelluläre Matrix und extrazelluläre 
Oberflächenmoleküle proteolytisch abbaut oder modifiziert. Weitere β-CATENIN 
Zielgene, die direkt die Invasionsfähigkeit kolorektaler Tumorzellen modulieren, sind 
außerdem UPA (UROKINASE PLASMINOGEN AKTIVATOR) (Hiendlmeyer et al., 
2004) oder LAMININ-5 γ2 (Hlubek et al., 2001). Schließlich ist β-CATENIN auch an 
der Metastasierung kolorektaler Tumoren selbst beteiligt, indem es die Expression 
des prometastatischen Zielgens S100A4 (Stein et al., 2006) hochreguliert, welches in 
humanen KRK mit hoher Aggressivität und schlechter Prognose korreliert. 
Angiogenese (hallmark: sustained angiogenesis) 
Da die Diffusionsgrenze für Sauerstoff im menschlichen Gewebe bei etwa 200 µm 
liegt, ist eine entsprechend dichte Vaskularisierung zur Sicherstellung der Blut- und 
somit Sauerstoffzufuhr eine essentielle Voraussetzung für das Überleben von 
Tumoren. Ein für die Neo-Angiogenese und die Stabilisierung reifer Blutgefäße 
essentieller Faktor ist VEGF (VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR), der 
ebenfalls durch β-CATENIN transkriptionell aktiviert wird (Easwaran et al., 2003; 
Zhang et al., 2001b). 
Das Hallmark des unbegrenzten replikativen Potentials (limitless replicative 
potential) ist eine weitere essentielle funktionelle Eigenschaft, die Zellen während 
ihrer malignen Transformation erlangen müssen. Normalerweise ist nämlich die 




Anzahl möglicher Zellteilungen durch die sich während jedes Zellzyklus 
verkürzenden Telomere auf ungefähr 50 limitiert. Um dieses sogenannte Hayflick 
limit (Hayflick, 1965) überwinden zu können, exprimieren Tumorzellen oft das Enzym 
TERT (TELOMERASE REVERSE TRANSCRIPTASE). Durch dessen Aktivität 
werden die Enden der Chromosomen auch nach vielen Zellgenerationen noch 
stabilisiert und dadurch das Überleben der Zellen erst ermöglicht. Interessanterweise 
findet sich Expression von TERT in kolorektalen Karzinomen ebenfalls in Bereichen 
der Invasionsfront (Kolquist et al., 1998), so dass β-CATENIN auch als geeigneter 
Kandidat für die Vermittlung der daraus folgenden Immortalisierung in Betracht 
gezogen werden kann.  
Zusammenfassend lässt sich somit sagen, dass β-CATENIN zumindest an der 
Realisierung von bis zu fünf von sechs hallmarks of cancer direkt beteiligt ist, was 
seine herausragende Rolle in der kolorektalen Tumorprogression eindrucksvoll 
unterstreicht. 
Darüber hinaus gibt es auch noch einige Zielgene von β-CATENIN, die nicht direkt 
einem der Hallmarks zugeordnet werden können, deren Rolle für die kolorektale 
Karzinogenese jedoch trotzdem interessante Fragestellungen aufwirft. So wird zum 
Beispiel der negative WNT Regulator DKK4 ebenfalls transkriptionell durch β-
CATENIN aktiviert (Pendas-Franco et al., 2008), was zumindest bei intaktem WNT 
Signalweg eine hemmende Wirkung auf dessen Aktivität bewirkt. Welche funktionelle 
Auswirkung dieser negative feedback loop in der kolorektalen Karzinogenese spielt, 
ist jedoch noch nicht genau bekannt.  
Die lange Liste von β-CATENIN Zielgenen ist in jüngerer Zeit außerdem noch 
durch einige Kandidaten wie Lgr5 erweitert worden, die mittlerweile zur 
Charakterisierung der intestinalen Stammzellen verwendet werden und somit auch 
einen Bezug zur wichtigen Rolle des WNT Signalwegs in der Embryogenese 
herstellen. Seit einigen Jahren wird in diesem Zusammenhang intensiv an der 
Hypothese gearbeitet, dass sich Tumore, ähnlich wie normale Gewebe, ebenfalls von 
der Existenz solcher multipotenten Zellen ableiten lassen: den sogenannten 
tumorinitiierenden Zellen oder auch Tumorstammzellen/Krebsstammzellen (KSZ) 
(Clarke et al., 2006), deren Eigenschaften nunmehr selbst zu einem neuen hallmark 
of cancer geworden sind. Diese Zellen machen zwar nur einen sehr geringen 




Bestandteil der Gesamt-Tumormasse aus, sind allerdings die für die 
Tumorentstehung und -progression relevanten Zellen, während die Nicht-
Tumorstammzellen hierzu nicht in der Lage sind. Im KRK werden für 
Tumorstammzellen charakteristische Markermoleküle wie CD44, CD166 und CD133 
vermutlich ebenfalls durch β-CATENIN reguliert (Hatzis et al., 2008; Katoh and 
Katoh, 2007; Wielenga et al., 1999). Dies legt den Schluss nahe, dass der 
deregulierte WNT Signalweg im KRK zusätzlich zu den etablierten hallmarks of 
cancer auch maßgeblich an der Vermittlung des Tumorstammzellphänotyps beteiligt 
ist (Reya and Clevers, 2005). Dies konnte jüngst in einer Publikation experimentell 
gezeigt werden (Vermeulen et al., 2010). 
 
1.4 Das Krebsstammzell-Konzept 
1.4.1 EMT und stemness: das Konzept der migrierenden 
Krebsstammzellen 
Aufgrund der Beobachtung dass „Tumorstammzelligkeit“ (stemness) tatsächlich 
durch nukleäres β-CATENIN vermittelt wird, ergibt sich im Zusammenhang mit der 
beschriebenen Vermittlung der EMT und ihrer funktionellen Besonderheiten eine 
höchst interessante Hypothese: hiernach könnte es sich bei den Zellen der 
Invasionsfront eines KRK um migrierende Krebsstammzellen (mKSZ) handeln. Diese 
wären demnach nicht nur zur Wanderung in der Lage, sondern könnten durch ihre 
Multipotenz auch zur Kolonialisierung entfernter Organe und somit zur Bildung von 
Metastasen verantwortlich sein (Brabletz et al., 2005b) (Abbildung 9). Diese 
Hypothese wird von Arbeiten unterstützt die zeigen, dass in Mamma- und Pankreas-
Krebszellen EMT und ein stammzellartiger Phänotyp molekular direkt miteinander 
verknüpft sind (Mani et al., 2008; Wellner et al., 2009). Bezogen auf das KRK könnte 
dies bedeuten, dass Mutationen im WNT Signalweg durch die Induktion von 
Proliferation zwar zu hyperplastischen Läsionen wie Adenomen führen können, dass 
aber erst die zusätzliche Induktion von EMT und somit Tumorstammzellen zum voll 
aggressiven Dickdarmtumor beiträgt. 




Abbildung 9: Das Konzept der migrierenden Krebsstammzellen 
Im KRK zeigen Tumorzellen der Invasionsfront (tumour host interface) EMT bei nukleärer 
Expression von β-CATENIN. Bei diesen Zellen könnte es sich um migrierende Krebsstammzellen 
(mKSZ) handeln, die für die Progression und die Metastasierung der Tumore verantwortlich sind; 
(Brabletz et al., 2009). 
 
Entsprechend findet man in KRK auch Expression von β-CATENIN Zielgenen, die 
der Idee eines Zwei-Phasen-Models folgen. Erst mit Eintritt in Phase zwei, die durch 
Tumorzell-Dissimination und Metastasierung gekennzeichnet ist, wird das 
Zielgenprogramm ergänzt von Mediatoren der Migration, der Invasion und der EMT 
(Brabletz et al., 2005b). Das Umschalten nach Phase zwei wird im KRK hierbei durch 
die Manipulation der β-CATENIN Aktivität erreicht, welche wiederum maßgeblich 
durch das sich verändernde environment beeinflusst wird. Für die mKSZ könnte dies 
bedeuten, dass das environment nicht nur ihre stemness aufrechterhält 
(Stammzellnische) (Bissell and Labarge, 2005), sondern diese durch entsprechende 
Signale, wie z. B. von HGF (HEPATOCYTE GROWTH FACTOR), dessen Rezeptor 
c-MET wiederum selber ein β-CATENIN Zielgen ist, überhaupt erst induziert wird 
(Boon et al., 2002; Vermeulen et al., 2010). Unterstützt wird die Wirkung von β-
CATENIN dabei vermutlich von ZEB1 (ZINC FINGER E-BOX-BINDING 
HOMEOBOX1), einem Transkriptionsfaktor der Zinkfingerfamilie. ZEB1 ist ein 
Induktor von EMT, der ebenfalls an der Invasionsfront kolorektaler Tumore exprimiert 
wird (Spaderna et al., 2008) und zumindest in pankreatischen Tumoren an der 




Vermittlung von stemness beteiligt ist (Wellner et al., 2009). In vitro zeichnen sich 
derartige durch EMT induzierte Stammzellen durch eine stark erhöhte Resistenz 
gegen Chemotherapeutika aus (Gupta et al., 2009), eine Eigenschaft die in Patienten 
vor allem den Mikrometastasen zugeschrieben wird. Aufgrund dieser Tatsachen 
ergibt sich die sehr interessante Hypothese, dass es sich bei den vermeintlichen 
koKSZ der Invasionsfront von KRK um die Mikrometastasen handelt, die für das 
Auftreten von Rezidiven und Metastasen nach erfolgreicher Operation des 
Primärtumors verantwortlich sind.  
 
1.4.2 Kolorektale Krebsstammzellen 
Tatsächlich zeigen auch primäre, das heißt direkt aus frisch operativ entfernten 
Tumoren gewonnene kolorektale Krebsstammzellen (koKSZ), eine erhöhte Resistenz 
gegen Therapeutika wie Oxaliplatin oder 5-FU (Dylla et al., 2008; Todaro et al., 
2007). Es wird vermutet, dass sich solche Tumorstammzellen direkt von ihren 
normalen organspezifischen Gegenstücken ableiten, da nur diese lange genug 
überleben um überhaupt die für die maligne Transformation nötigen Mutationen zu 
akkumulieren. In eleganten Experimenten mit transgenen Mäusen konnte so gezeigt 
werden, dass sich koKSZ direkt auf normale intestinale Stammzellen zurückführen 
lassen (Barker et al., 2009; Zhu et al., 2009). Für die Resistenz von 
Tumorstammzellen gegen cytotoxische Substanzen kommen mehrere Mechanismen 
als Erklärung in Frage. Zum einen teilen sich Stammzellen definitionsgemäß sehr 
selten, gerade aber sich schnell teilende Zellen stellen für diese Medikamente 
besonders gute therapeutische Ziele dar. Zum Zweiten zeichnen sich Stammzellen 
und Tumorstammzellen durch funktionelle Eigenschaften aus, die es ihnen erlauben 
die durch die Therapien zerstörte DNA hocheffizient wieder zu reparieren (Bao et al., 
2006) oder aber aufgenommene schädliche Stoffe mit hoher Effizienz aktiv wieder 
auszuschleusen. Interessanterweise ist ein Molekül das eine derartige drug pump 
darstellt, selbst auch ein Zielgen des WNT Signalwegs (MDR1, MULTI DRUG 
RESISTANCE 1) (Yamada et al., 2000). Dies sind somit weitere Befunde, die das 
Konzept der koKSZ in Abhängigkeit von nukleärem β-CATENIN weiter unterstützen. 
Darüber hinaus scheint in koKSZ die Expression von IL4 (INTERLEUKIN 4) ein 




weiterer Mechanismus gegen therapiebedingte Apoptose zu sein und dadurch den 
betreffenden Zellen erhöhte Resistenzen vermitteln zu können (Todaro et al., 2007). 
Zur Isolation von koKSZ dienen spezifische Oberflächenmoleküle, über die sich 
die Zellen zum Beispiel in einer FACS- (fluorescent activated cell sorting) Analyse 
anreichern lassen. Im KRK gelang die Isolation von Zellpopulationen, die sich durch 
entsprechende Eigenschaften auszeichnen (ca. 2,5% - 5,4% aller Tumorzellen), mit 
Hilfe des Oberflächenmarkers CD133 (O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007) 
oder einer Kombination aus CD44 und CD166 (Dalerba et al., 2007) sowie der 
enzymatischen Aktivität der Aldehyd Dehydrogenase 1 (ALDH1) im sogenannten 
Aldefluor-Assay (Huang et al., 2009). Entsprechend des Konzepts der koKSZ 
korreliert passenderweise auch die Expression des Tumorstammzellmarkers CD133 
in Kombination mit nukleärem β-CATENIN in Primärtumoren des humanen KRK mit 
einem signifikant schlechteren Überleben der Patienten (Horst et al., 2009a). 
Allerdings scheint hierbei der funktionelle Beitrag von CD133 für die Progression 
vermutlich eher von geringer Bedeutung zu sein, gerade im Vergleich zu CD44 (Du 
et al., 2008). Solche funktionelle Eigenschaften von koKSZ beinhalten u. a. die 
Fähigkeit zur Selbsterneuerung durch asymmetrische Teilung, die Fähigkeit 
Nachkommen zu bilden, die in sämtliche für das Organ zutreffende Zelltypen 
differenzieren können (Vermeulen et al., 2008), sowie als Goldstandard die Fähigkeit 
zur Tumorinitiation nach subkutaner Injektion in immundefiziente Wirtsmäuse 
(Xenografts) in geringer Zellzahl. Weiterhin konnten koKSZ auch als die für die 
Metastasierung relevanten Zellen identifiziert werden (Pang et al., 2010). Um mit 
diesen Zellen in vitro Analysen durchführen zu können, sind ganz besondere 
Zellkulturbedingungen nötig, da die Zellen ihrer natürlichen Nische beraubt wurden 
und sie folglich ihren Stammzellcharakter verlieren könnten und differenzieren 
würden. Die geeigneten in vitro Bedingungen umfassen die nicht-adhärente 
Propagierung als sogenannte Sphäroide (Kolosphären) in Gegenwart hoher 
Konzentrationen der Wachstumsfaktoren EGF (EPIDERMAL GROWTH FACTOR) 
und FGF-2 (FIBROBLAST GROWTH FACTOR 2) (Ricci-Vitiani et al., 2007). Diese 
scheinen demnach in der Lage zu sein, die Tumorstammzellnische der in vivo 
Situation simulieren zu können. Interessanterweise können auch aus etablierten 
kultivierten kolorektalen Tumorzelllinien derartige Kolosphären mit vielen 
Eigenschaften von Tumorstammzellen generiert werden (Dallas et al., 2009; Fillmore 




and Kuperwasser, 2008; Yeung et al., 2010). Dies legt den Schluss nahe, dass 
Tumorstammzellen mit ihren funktionellen Charakteristika auch unter artifiziellen in 
vitro Bedingungen einen kleinen Prozentsatz aller Zellen ausmachen, worauf sich die 
Fähigkeit der Kultivierung von Tumorzelllinien überhaupt erst zurückführen ließe. 
Durch diese Erkenntnis lassen sich somit Fragestellungen im Kontext von 
Tumorstammzellen auch in etablierten Tumorzelllinien untersuchen und es muss 
nicht zwangsläufig auf schwer zu gewinnendes und aufwendig zu kultivierendes 
primäres Material zurückgegriffen werden. Möglich ist die Isolation dieser Zellen 
ebenfalls mit Hilfe der beschriebenen Markermoleküle (Yeung et al., 2010) oder 
durch die funktionelle Eigenschaft von KSZ fluoreszierende Farbstoffe, wie z. B. 
Hoechst 33342, aktiv auszuschleusen, was in FACS Analysen die charakteristische 
Zellfraktion der Side Population (SP) zur Folge hat (Sussman et al., 2007). 
 






Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das von Vogelstein 
vorgeschlagene Modell der linearen Tumorentstehung viel zum Verständnis der 
kolorektalen Karzinogenese beigetragen hat (Kinzler and Vogelstein, 1996), es 
jedoch angesichts neuerer Daten insbesondere bezüglich der EMT und des 
Konzepts der Tumorstammzellen in einen weitaus komplexeren Kontext einzuordnen 
ist. Da β-CATENIN in diesem Zusammenhang eine zentrale Rolle einnimmt und an 
der Vermittlung vieler tumorrelevanter Prozesse beteiligt ist, sollte im Verlauf meiner 
Promotion die Bedeutung des deregulierten WNT Signaltransduktionsweges für die 
Karzinogenese im Gastrointestinaltrakt mit besonderem Fokus auf die stemness 
weitergehend untersucht werden. Insbesondere wurden in meiner kumulativen 
Dissertation folgende Fragestellungen bearbeitet: 
 
1. Welche Mechanismen führen in humanen KRK zur Stabilisierung von β-
CATENIN, insbesondere in MSI-H KRK? 
2. Welche Auswirkung hat der β-CATENIN induzierte negative feedback loop 
durch DKK4 in humanen KRK und wie wird dieser unterbrochen? 
3. Welche prognostische und funktionelle Rolle spielen koKSZ Marker wie 
CD133 in der Progression humaner KRK?  
4. Welche neuen β-CATENIN Zielgene sind funktionell an der Aufrechterhaltung 
von Tumorstammzell-Attributen wie Langlebigkeit, geringer Teilungsrate, 
Tumor-Initiation und Therapieresistenz beteiligt? Sind β-CATENIN Zielgene 
selber auch funktionell am Aufbau der Tumorstammzellnische beteiligt?  
 
 









3.1 In einigen hochgradig mikrosatelliteninstabilen (MSI-H) 
kolorektalen Tumoren finden sich Mutationen im WTX – Gen  












































3.2 Dickkopf-4 ist in kolorektalen Krebszellen oft herunterreguliert 
und inhibiert ihr Wachstum 
 













































3.3 Der Krebsstammzellmarker CD133 hat eine hohe prognostische 
Aussagekraft aber unbekannte funktionelle Relevanz für die 
Metastasierung von humanem Dickdarmkrebs 

























































3.4 Die humane TERT (Telomerase RT-Komponente) ist in 
kolorektalen Tumoren ein Zielgen von β-CATENIN  
 





























































































3.5 p16INK4A ist ein β-Catenin Zielgen und korreliert mit schlechtem 
Überleben in humanen kolorektalen Tumoren 





















































3.6 Das β-CATENIN Zielgen FGF-2 ist ein Mediator von Stemness, 
EMT und Chemoresistenz in humanen kolorektalen Tumorzellen 
 








































































































































































































Dickdarmkrebs ist eine der am besten untersuchten Tumorarten und viele 
molekulare Veränderungen während der Entwicklung dieser Krankheit von lokal 
wachsenden Polypen bis hin zum vollinvasiven Karzinom und der Metastase sind 
hier mittlerweile sehr gut verstanden. Die überwiegende Mehrzahl aller kolorektalen 
Karzinome zeigt eine aberrante Aktivierung des WNT Signalwegs und eine daraus 
folgende Stabilisierung und Akkumulation von β-CATENIN. Bei nukleärer 
Lokalisation ist dieses Protein als Teil eines transkriptionell aktivierenden Komplexes 
sowohl an der Entstehung als auch an der Progression humaner KRK essentiell 
beteiligt und somit das zentrale Effektormolekül der kolorektalen Tumorigenese. 
Aufgrund dieser Sonderstellung β-CATENINs im KRK sind die hier vorgestellten 
Untersuchungen, die sich funktionell und mechanistisch mit seiner Regulation sowie 
der Auswirkungen von Defekten hierin auseinandersetzen, von grundlegender 
Bedeutung für das weitere Verständnis der kolorektalen Tumorentstehung.  
 
4.1 Stabilisierung von β-CATENIN und WNT Aktivität in KRK 
 
WTX Mutationen in humanen MSI-H KRK 
Für die Stabilisierung von β-CATENIN kommen im KRK je nach Subtyp 
verschiedene Mechanismen zur Geltung. So weisen CIN KRK fast ausschließlich 
Mutationen im APC Tumorsuppressorgen auf, welches in dieser Form des KRK den 
gatekeeper der kolorektalen Karzinogenese darstellt (Kinzler and Vogelstein, 1996). 
Im Gegensatz hierzu sind MSI-H KRK durch frühe Mutationen im BRAF - oder im 
KRAS - Onkogen charakterisiert (Ogino and Goel, 2008). Defekte im WNT Signalweg 
treten in diesem Tumortyp erst in späteren Stadien oft als direkte Folge der 
Mikrosatelliteninstabilität auf und betreffen neben APC auch das AXIN2 Gen oder β-
CATENIN selber (Liu et al., 2000). Ich konnte nahelegen, dass zumindest in einem 
kleinen Anteil hochgradig mikrosatelliteninstabiler KRK des Tumorstadiums UICCIV 
außerdem noch Leseraster - Mutationen im WTX Gen (Wilms Tumor gene on the X-




Chromosome) als weiterer Mechanismus der β-CATENIN Stabilisierung dienen 
könnten (Scheel et al., 2010c). WTX ist eine erst kürzlich beschriebene neue 
Komponente des β-CATENIN Degradationskomplexes. Es interagiert direkt mit β-
CATENIN und APC (Grohmann et al., 2007; Major et al., 2007) und weist in 7-30% 
aller Wilms Tumore Mutationen auf, welche entsprechend deregulierte WNT 
Signalweg-Aktivierung nach sich ziehen (Perotti et al., 2008; Rivera et al., 2007). 
Aufgrund seiner Lage auf dem X-Chromosom handelt es sich bei WTX um ein One-
Hit-Tumorsuppressorgen, so dass von einer erhöhten Penetranz in Männern im 
Vergleich zu Frauen auszugehen ist. Entsprechend fand ich in dieser rein 
deskriptiven Studie auch nur einen männlichen Patienten aus einer Gruppe von 41 
MSI-H Fällen (2,5%), der sowohl genomisch als erwartungsgemäß auch auf 
transkriptioneller Ebene eine Leseraster-Mutation in einem T6-Mikrosatelliten 
aufwies. Da sich dieser Mikrosatellit in der N-terminal kodierenden Region befindet, 
ist von einem funktionellen Verlust des WTX Proteins und somit von einer Driver 
Mutation auszugehen, insbesondere da sich die Interaktionsdomänen mit APC und 
β-CATENIN jenseits des Mutationslokus befinden. Im Gegensatz dazu fand ich zwar 
insgesamt zwei weibliche Patientinnen mit einer genomischen WTX Leseraster-
Mutation, die allerdings beide wildtypische WTX mRNA exprimierten. Dies deutet 
darauf hin, dass das mutierte Gen in den Tumoren dieser Patientinnen auf dem 
inaktivierten X-Chromosom lokalisiert war. Dieser Befund deckt sich mit 
Erkenntnissen aus Wilms Tumoren, in denen WTX Mutationen ebenfalls auf dem 
inaktivierten X-Chromosom gefunden wurden (Perotti et al., 2008). Dennoch ist zu 
vermuten, dass auch in einem geringen Anteil weiblicher Patientinnen ein 
funktioneller Verlust von WTX in MSI-H KRK aufzufinden sein könnte. 
Zusammenfassend konnte ich in diesem Projekt zeigen, dass das WTX Gen 
zumindest in einer kleinen Gruppe von MSI-H KRK eine Rolle in der Stabilisierung 
von β-CATENIN und somit der kolorektalen Karzinogenese spielen könnte. 
 
Verlust der Expression des β-CATENIN Zielgens DKK4 in humanen KRK 
Trotz der diversen Mutationsstrategien, durch die es zur Stabilisierung von β-
CATENIN in KRK kommt, scheinen kolorektale Tumorzellen auch weiterhin auf 
extrazelluläre WNTs als Liganden in parakriner oder autokriner Weise reagieren und 




somit ihre Signalwegaktivität noch verstärken zu können (Bafico et al., 2004; He et 
al., 2005). Dies ist unter anderem darin begründet, dass selbst mutiertes APC immer 
noch eine funktionelle Restaktivität in der Regulation der β-CATENIN Stabilität 
wahrnehmen kann (Spirio et al., 1998), und Tumorzellen von daher solche 
zusätzlichen Stimulationen nutzen um die daraus folgende Inhibition zu umgehen. 
Mit diesem Hintergrund erklärt sich auch, warum KRK häufig die Expression von 
WNT Inhibitoren wie SFRPs (Secreted frizzled related proteins) oder DKK1 - 3 
(Dickkopf) mittels epigenetischer Mechanismen (DNA Methylierung) inaktiviert haben 
(Aguilera et al., 2006; Sato et al., 2007; Suzuki et al., 2004). In diesem 
Zusammenhang wurden die Expression und funktionellen Auswirkungen des 
beschriebenen β-CATENIN Zielgens DKK4 in kolorektalen Tumoren und kultivierten 
kolorektalen Zelllinien untersucht (Baehs et al., 2009). Es konnte gezeigt werden, 
dass DKK4 Überexpression in kolorektalen Tumorzellen tatsächlich einen potenten 
negativen feedback loop darstellt, der eine stark hemmende Wirkung auf das 
Wachstum und die Aggressivität der Zellen hatte. Dies könnte physiologisch einen 
wichtigen Mechanismus in der Feinregulierung der WNT Aktivität in den Zellen der 
Darmkrypte darstellen. Ein Großteil der untersuchten Tumore und Zelllinien zeigte 
jedoch eine starke Selektion gegen die Expression von DKK4. Folglich ließ sich auch 
die Aktivität von β-CATENIN/TCF4 durch Stimulation mit WNTs erheblich steigern. 
Dies bringt für die Tumorzellen natürlich einen Wachstumsvorteil mit sich und 
begünstigt auch ihr aggressives Verhalten. Die Hemmung der DKK4 Expression lässt 
sich hierbei wie für die anderen DKKs oder SFRPs ebenfalls durch epigenetische 
Mechanismen erklären, wobei hier allerdings nicht DNA Methylierung sondern Histon 
Modifikationen im Mittelpunkt stehen. Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, 
dass es sich bei DKK4 zwar einerseits tatsächlich um ein β-CATENIN Zielgen 
handelt, dieses aber andererseits viele Charakteristika eines Tumorsuppressorgens 
aufweist und daher seine Expression in KRK häufig unterdrückt ist. 
 




4.2 Kolorektale Krebsstammzellmarker und ihre funktionelle 
Bedeutung für die maligne Progression 
 
Weitere Zielgene von nukleärem β-CATENIN sind interessanterweise zelluläre 
Oberflächenmoleküle wie vermutlich CD133 (Katoh and Katoh, 2007) oder CD44 und 
CD166 (Hatzis et al., 2008; Wielenga et al., 1999) mit deren Hilfe es gelang, Zellen 
mit tumorinitiierenden Eigenschaften direkt aus kolorektalen Tumoren zu isolieren 
(Dalerba et al., 2007; O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007; Vermeulen et al., 
2008). Man spricht bei diesen Zellen auch von kolorektalen Krebs- oder 
Tumorstammzellen (koKSZ) und von den Molekülen entsprechend als 
Tumorstammzellmarkern. Denn experimentell sind so z. B. CD133 positive Zellen in 
der Lage, bereits in geringer Anzahl Tumore nach subkutaner Injektion in 
immundefiziente Mäuse zu bilden, während CD133 negative Zellen diese 
Eigenschaft nicht aufweisen (O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007). Darüber 
hinaus behalten diese Zellen auch bei in vitro Kultivierung als sogenannte 
Kolosphären ihre Fähigkeit zur Tumorinitiation bei und sind durch erhöhte 
Chemotherapie-Resistenz gekennzeichnet (Todaro et al., 2007). Jedoch wurde in 
einer dieser Studien kalkuliert, dass lediglich eine von 262 solcher CD133 positiven 
Zellen tatsächlich eine koKSZ darstellt (O'Brien et al., 2007). Dies bedeutet, dass 
CD133 nicht absolut spezifisch für Tumorstammzellen des Kolorektums ist, sondern 
nur in der Lage diese anzureichern. Passenderweise gilt dies auch für normale 
Stammzellen des Kolorektums. So konnte in eleganten Experimenten mit transgenen 
Mäusen gezeigt werden, dass sich Tumorstammzellen zwar im Dünndarm sehr wohl 
auf ebenfalls CD133 positive Kryptenstammzellen zurückführen lassen, hierüber im 
Dickdarm allerdings noch Unklarheit herrscht (Shmelkov et al., 2008; Snippert et al., 
2009; Zhu et al., 2009). Im Tumorstammzellkonzept geht man davon aus, dass 
solche, durch Tumorstammzellmarker gekennzeichneten Zellen, die treibende Kraft 
hinter der Progression und der Metastasierung und dadurch schließlich dem Tod der 
Patienten darstellen (Brabletz et al., 2005b; Clarke et al., 2006; Reya et al., 2001). In 
Unterstützung dieser Hypothese korreliert hohe Expression von CD133 in humanen 
KRK mit einer signifikant schlechteren Überlebensprognose (Horst et al., 2008) und 
ist indikativ für eine signifikant erhöhte Resistenz der Tumore gegen eine 5-FU 




basierte chemotherapeutische Behandlung (Ong et al., 2010). Es konnte gezeigt 
werden, dass CD133 Expression auch hoch assoziativ mit dem Auftreten von 
Fernmetastasen verknüpft ist (Horst et al., 2009c). Allerdings scheint das 
Vorhandensein von CD133 im Gegensatz zu z. B. CD44 für die tumorinitiierenden 
Fähigkeiten der koKSZ keine funktionelle Rolle zu spielen (Du et al., 2008). Ich 
untersuchte daher, ob CD133 zumindest an der Vermittlung anderer klassischer 
Hallmarks der Tumorprogression wie erhöhter Migration und Invasion, Proliferation 
sowie Transformation beteiligt ist oder ob es sich lediglich um ein reines 
Markermolekül handelt (Horst et al., 2009c). Da ich keinen Zugriff auf primäre koKSZ 
hatte, arbeitete ich mit CD133 positiven kultivierten Tumorzelllinien. In diesen lassen 
sich ebenfalls Subfraktionen an Zellen finden, die durch KSZ Eigenschaften 
charakterisiert sind (Dallas et al., 2009; Yeung et al., 2010). Mit Hilfe von siRNA 
konnte die Expression von CD133 mRNA und Protein sehr effizient inhibiert werden. 
Trotz dieses knockdowns zeigten die Zellen im Vergleich zu kontrollbehandelten 
Zellen keinerlei Veränderungen in ihrem Verhalten hinsichtlich Migration, Invasion, 
Proliferation oder Transformation. Diese Daten unterstützen daher Studien, die 
nahelegen, dass CD133 lediglich ein Marker für koKSZ in Verbindung mit 
schlechterer Überlebensprognose und Metastasierung ist, ihnen jedoch keine für 
diesen Phänotypen notwendige Funktionalität vermittelt (Du et al., 2008). Anders 
verhält es sich diesbezüglich mit dem jüngst veröffentlichten koKSZ Marker CD26, 
der auch kausal eine wichtige Rolle während der Metastasierung kolorektaler Tumore 
innehat (Pang et al., 2010). Allerdings wurde in einer kürzlich erschienenen 
Publikation die Rolle von CD133 an sich im Zusammenhang mit koKSZ kontrovers 
diskutiert (Kemper et al., 2010). Hier wurde gezeigt, dass Differenzierung von koKSZ 
mit dem Verlust einer ganz bestimmten, glykosylierten Variante von CD133 korreliert 
ist, während die generelle Menge an CD133 mRNA und Protein hierbei unverändert 
blieb. Dieses spezielle, glykosylierte Epitop von CD133 wird spezifisch durch den 
Antikörper AC133 detektiert. Diese Arbeit lässt somit sicher Zweifel aufkommen was 
die Bedeutung der veränderten mRNA Mengen in unserer Studie angeht. Den 
Nachweis der Protein-Expression führten wir jedoch mit einem Antikörper durch, der 
sowohl im Western Blot als auch in der Immunhistochemie das gleiche 
Färbeverhalten wie AC133 aufgezeigt hatte (Horst et al., 2008). Dies deutet darauf 
hin, dass in unseren Experimenten auch das für koKSZ spezifische CD133 Epitop 




vom knockdown betroffen war und CD133 somit tatsächlich keine funktionelle Rolle 
für die Progression kolorektaler Tumore spielt. Unterstützt wird diese Annahme 
weiterhin durch die Daten von Du et al., die keinen Verlust der 
Tumorinitiationsfähigkeit von koKSZ nach durch AC133 überprüften knockdown von 
CD133 zeigen konnten (Du et al., 2008).  
 
4.3 Identifizierung von β-CATENIN Zielgenen mit funktioneller 
Relevanz für kolorektale Krebsstammzellen 
 
Der Befund, dass es sich bei CD133 lediglich um ein Markermolekül für koKSZ 
handelt ist insofern erstaunlich, da es sich hierbei vermutlich um ein weiteres Zielgen 
von nukleärem β-CATENIN handelt (Katoh and Katoh, 2007). Unterstützung findet 
diese Vermutung in der Tatsache, dass sich die Expressionsprofile dieser beiden 
Proteine in KRK teilweise überlagern und sie zusammen eine Markerkombination für 
eine schlechte Überlebensprognose für Patienten mit kolorektalen Tumorfrühstadien 
darstellen (Horst et al., 2009a). Im Gegensatz zu CD133 ist ein Großteil bekannter β-
CATENIN Zielgene in KRK essentiell an der Vermittlung von Krebs-Hallmarks 
beteiligt (Brabletz et al., 2005a; Hanahan and Weinberg, 2000), was die 
außerordentliche Rolle von β-CATENIN in der kolorektalen Tumorentstehung 
eindrucksvoll herausstreicht. Neben der transkriptionellen Aktivierung solcher 
Zielgene die an der Vermittlung der klassischen hallmarks of cancer, wie 
insbesondere Migration und Invasion, beteiligt sind, spielt nukleäres β-CATENIN 
auch eine wichtige Rolle bei der Induktion von EMT (Brembeck et al., 2004) und 
stemness (Vermeulen et al., 2010). Diese stehen miteinander in engem funktionellen 
Zusammenhang (Brembeck et al., 2004; Mani et al., 2008; Wellner et al., 2009). Von 
daher eignet sich das KRK als idealer Modeltumor für das Konzept der migrierenden 
Krebsstammzellen (mKSZ), deren Biologie sich durch die regulierte Lokalisation und 
Aktivität lediglich eines Moleküls erklären lassen könnte (Brabletz et al., 2005b) 
(Abbildung 10). Somit stellte sich die Frage, ob β-CATENIN neben CD44 (Du et al., 
2008; Wielenga et al., 1999), MDR1 (Yamada et al., 2000) oder SURVIVIN (Zhang et 




al., 2001a) noch weitere Zielgene hochreguliert, die auch für koKSZ von direkter 
funktioneller Relevanz sein könnten. 
 
 
Abbildung 10: Die Rolle von β-CATENIN im Konzept der migrierenden Krebsstammzellen 
Die transkriptionelle Aktivität nukleären β-CATENINs ist die molekulare Voraussetzung für den 
Phänotyp der migrierenden Krebsstammzellen (mKSZ) und somit der Metastasierung: an der 
Invasionsfront induziert nukleäres β-CATENIN EMT sowie die Aktivierung von Zielgenen die 
Migrations- und Invasionseigenschaften vermitteln. Gleichzeitig werden durch β-CATENIN spezifische 
Markermoleküle für koKSZ sowie funktionell relevante Gene für ihre Stammzelleigenschaften 
transaktiviert. In dieser Doktorarbeit neu beschriebene Zielgene sind in rot dargestellt. In den 
Metastasen findet eine Redifferenzierung einhergehend mit mesenchymaler-epithelialer Transition 
(MET) statt; modifiziert nach (Brabletz et al., 2005b) 
 
β-CATENIN reguliert die Langlebigkeit von kolorektalen Tumorzellen mit 
Tumorstammzelleigenschaften 
Im Tumorstammzellkonzept geht man davon aus, dass sich Tumorstammzellen 
bezüglich vieler Eigenschaften ähnlich wie normale adulte Stammzellen verhalten, 
was z. B. ihre Fähigkeit zur Multipotenz, Selbsterneuerung durch asymmetrische 
Zellteilung oder Langlebigkeit anbelangt (Clarke et al., 2006). In anderen 
funktionellen Eigenschaften jedoch könnten sich KSZ von ihren normalen 




Gegenstücken unterscheiden. So wird z. B. vermutet, dass koKSZ durch eine 
geringe Proliferation gekennzeichnet sind, während für die vermutlichen kolorektalen 
Stammzellen gezeigt werden konnte, dass diese durch aktiven Zellzyklus 
gekennzeichnet sind (Barker et al., 2007). Nach dem Konzept der mKSZ sind koKSZ 
weiterhin durch mesenchymale Differenzierung mit hoher Migrations- und 
Invasionsfähigkeit charakterisiert (Brabletz et al., 2005b), wodurch sie sich ebenfalls 
von ihren normalen Gegenstücken unterscheiden. Genau hierin könnte auch die 
Ursache für die fehlende Proliferation dieser Zellen an der Invasionsfront begründet 
sein (Brabletz et al., 2001), da eine hohe Teilungsrate im Widerspruch stehen würde 
zu ihren Wandereigenschaften. Zusätzlich wirkt geringe Proliferation auch dem 
Alterungsprozess der Zellen entgegen, der mit jeder Zellteilung beschleunigt würde. 
Von daher wurde untersucht, wie der Zellzyklus in den Tumorzellen mit nukleärem β-
CATENIN an der Invasionsfront kolorektaler Karzinome inhibiert wird. Dabei 
fokussierten wir uns auf den Zellzyklusinhibitor und Tumorsuppressor p16INK4A, der in 
diesen Zellen ebenfalls exprimiert wird (Jung et al., 2001). Interessanterweise wurde 
herausgefunden, dass es sich bei p16INK4A um ein durch β-CATENIN/TCF4 
reguliertes Zielgen handelt (Wassermann et al., 2009). Dieses induziert in 
kolorektalen Tumorzellen Zellzyklusarrest und seine Expression kann dabei sogar die 
proliferationssteigernde Wirkung der β-CATENIN Zielgene cMYC und CYCLIN D1 
unterdrücken. Weiterhin wurde festgestellt, dass gerade diese p16INK4A - Expression 
und damit wohl auch die geringe Zellteilung dieser vermeintlichen koKSZ an der 
Invasionsfront statistisch signifikant mit einem schlechteren Überleben der Patienten 
korreliert ist. Demzufolge könnte der Einfluss hohen Tumorwachstums für die 
Progression kolorektaler Tumore in der Vergangenheit überschätzt worden sein. Im 
Gegenteil ist insbesondere das Vorliegen von nur wenigen Tumorstammzellen von 
entscheidender Bedeutung, welche β-CATENIN/p16INK4A – vermittelt eine geringe 
Teilungsrate aufweisen. 
Zusätzlich zur geringen Zellteilungsrate kommt als weiterer Mechanismus der 
Langlebigkeit von Stammzellen und Tumorstammzellen die Expression der 
Telomerase Reverse Transkriptase Komponente (TERT) zur Geltung, die eine 
essentielle Komponente des Telomerasekomplexes darstellt (Blackburn, 2000). 
Ähnlich wie SURVIVIN spielt TERT ebenfalls eine wichtige Rolle in der Biologie von 
Stammzellen und nimmt auch eine wichtige Funktion als einer ihrer funktionellen 




Marker wahr (Melton and Cowan, 2004). Passend zum Konzept der koKSZ korreliert 
in KRK hohe Expression von TERT ebenfalls mit einer schlechten 
Überlebensprognose für die Patienten (Tatsumoto et al., 2000) und seine Expression 
scheint analog zu p16INK4A mit der nukleären β-CATENINs und geringer Proliferation 
übereinzustimmen (Kolquist et al., 1998). Es gelang mir in einem Projekt TERT als 
neues direktes Zielgen von β-CATENIN in den Zellen der Invasionsfront von KRK zu 
identifizieren (Scheel et al., 2010b). Dieser Befund wurde experimentell dadurch 
erschwert, dass TERT gleichzeitig ein Zielgen von cMYC ist (Kyo et al., 2008; 
Takakura et al., 1999). Folglich könnte seine Regulation lediglich ein indirekter β-
CATENIN Effekt sein, der über die Expression des Zielgens cMYC (He et al., 1998) 
gesteuert wird. Jedoch gelang es mir nach β-CATENIN spezifischer RNA Interferenz 
(RNAi) ein experimentelles Zeitfenster zu finden, in dem bei verringertem β-
CATENIN- und gleichem cMYC Proteinlevel die mRNA Menge von TERT stark 
reduziert war, so dass eine direkte Regulation durch β-CATENIN als sehr 
wahrscheinlich anzunehmen ist. Durch diese Beobachtungen konnte die 
fundamentale Bedeutung von β-CATENIN für die kolorektale Karzinogenese und die 
Vermittlung der Tumorstammzelleigenschaft Langlebigkeit weiter bestätigt werden. 
Überdies hinaus helfen diese Daten zu verstehen, warum die Telomere kolorektaler 
Tumorzellen generell kürzer sind als ihre normalen Gegenstücke, obwohl sich nur die 
Tumorzellen durch TERT Aktivität auszeichnen (Hastie et al., 1990), wenn man 
annimmt, dass nur die wenigen koKSZ diese Aktivität besitzen. 
 
β-CATENIN reguliert die Aufrechterhaltung von Tumorstammzelleigenschaften 
in kolorektalen Tumorzellen 
Die herausragende Rolle von β-CATENIN für die kolorektale Karzinogenese 
und das Konzept der koKSZ besonders zu untermauern, gelang mir in der Aufklärung 
eines fundamentalen aber vorher ungeklärten Mechanismus (Scheel et al., 2010a): 
welche funktionellen Besonderheiten ermöglichen es Tumorstammzellen und 
insbesondere koKSZ außerhalb einer definierten und fixierten Stammzellnische zu 
überleben, also ihre stemness aufrechtzuerhalten? Für normale Stammzellen des 
Dickdarms geht man davon aus, dass deren Nische durch die Aktivität des WNT 
Signalwegs induziert und fixiert wird (Gregorieff and Clevers, 2005). Vermutlich 




stammen die WNT Liganden hierbei von stromalen, intestinalen Myofibroblasten, die 
somit in parakriner Weise auf die Stammzellen wirken (van de Wetering et al., 2002). 
Über andere Regulationswege konnten diese Zellen jüngst als verantwortliche 
Kandidaten für die nukleäre Translokation von β-CATENIN in KRK ermittelt werden 
(Vermeulen et al., 2010). Sie stellen demnach eine im mKSZ Konzept postulierte 
stromale Komponente für die Induktion des koKSZ Phänotypen dar. Durch die 
Identifizierung des Zielgens FGF-2 gelangen mir funktionelle Einblicke, wie allein 
diese Kernlokalisation β-CATENINs ausreichend für die Aufrechterhaltung und 
eventuell auch Induktion der stemness in KRK ist. Bei FGF-2 handelt es sich um ein 
Protein, welches exogen hinzugefügt einen essentiellen Faktor darstellt für die in vitro 
Kultivierung von (embryonalen) Stammzellen und auch Tumorstammzellen, wie z. B. 
aus dem Dickdarm (Dvorak et al., 2005; Ricci-Vitiani et al., 2007; Todaro et al., 
2007). Bei Abwesenheit von FGF-2 gehen die Zellen rasch in die Differenzierung und 
verlieren dabei ihre Multipotenz. Weiterhin ist Vorhandensein von Fgf-2 auch nötig für 
das Überleben intestinaler Stammzellen nach klassischen Antitumortherapien wie 
Bestrahlung (Houchen et al., 1999). Zusätzlich konnte zumindest in embryonalen und 
leukämischen Stammzellen eine bedeutende Funktion von endogen exprimiertem 
und autokrin wirkendem FGF-2 für die Aufrechterhaltung der entsprechenden 
Eigenschaften aufgezeigt werden (Dvorak et al., 2006; Eiselleova et al., 2009). Meine 
Daten bestätigen diesen Zusammenhang nun auch im KRK und bieten somit eine 
Erklärung, wie koKSZ durch nukleäres β-CATENIN Unabhängigkeit von 
normalerweise nötigen Nischenbedingungen erlangen können. So ist FGF-2 im KRK 
der Mediator für die Vermittlung eines transformierten Phänotypen, verstärkt 
mesenchymale Eigenschaften, die wiederum funktionell in engem Zusammenhang 
mit stemness stehen und schließlich wird es auch in den vermeintlichen 
Tumorstammzellen mit nukleärem β-CATENIN an der Invasionsfront kolorektaler 
Tumore exprimiert. Umgekehrt führte ein shRNA vermittelter knockdown von FGF-2 
in kultivierten kolorektalen Tumorzelllinien zu einem Verlust der beschriebenen 
Fähigkeiten. Dies traf als unumstößliche Bestätigung der Befunde sogar für die 
zunächst als FGF-2 negativ eingestufte Zelllinie Caco2 zu. Denn auch diese enthält 
eine sehr kleine Fraktion an Zellen mit Tumorstammzellähnlichen Eigenschaften, die 
erst nach Anreicherung ebenfalls durch eine signifikante FGF-2 Expression 
charakterisiert ist. Ferner konnte ich in dieser Arbeit auch Hinweise darauf gewinnen, 




dass endogene FGF-2 Expression weiterhin eine wichtige Rolle in der beschriebenen 
Chemoresistenz von Tumorzellen und isolierten koKSZ spielen könnte (Song et al., 
2000; Todaro et al., 2007). Somit könnte FGF-2 eine potenzielle therapeutische 
Zielstruktur für die Behandlung kolorektaler Tumore darstellen, die u. a. im 
Mausmodell auch schon erfolgversprechende Resultate lieferte (Sukhthankar et al., 
2008). Die Wirksamkeit verschiedener FGF spezifischer Medikamente wird derzeit in 
einer Reihe klinischer Studien eingehend untersucht (Turner and Grose, 2010). 
Im Gegensatz zu den beschrieben Manuskripten über p16INK4A und TERT 
korreliert die Expression von FGF-2 zumindest auf Plasmaebene jedoch nicht mit 
einer schlechteren Prognose für die Patienten (Akbulut et al., 2002) und dient 
allenfalls als Surrogatmarker für das Auftreten von Metastasen (George et al., 2002). 
Allerdings wurde in diesen Arbeiten nicht berücksichtigt, dass es zum einen auch 
intrazellulär wirksame FGF-2 Isoformen gibt und zum anderen auch im Falle 
autokrinen Signalings der Tumorzellen keine Änderungen in den FGF-2 Plasmalevels 
auftreten werden, da das Protein oft direkt wieder auf den Zellen bindet und somit 
kein Nachweis im Blut möglich sein wird. Die Korrelation von immunhistochemisch 
nachgewiesener FGF-2 Expression in KRK mit dem weiteren Krankheitsverlauf der 
Patienten ist somit eine noch ausstehende Untersuchung, die weitere wichtige 





Trotz der enormen Erkenntnisse, die man im Zusammenhang mit β-CATENIN 
und seiner prominenten Rolle in der kolorektalen Karzinogenese bisher gewinnen 
konnte, bleiben weiterhin einige wichtige und grundlegende Fragen unbeantwortet. 
So ist z. B. die Notwendigkeit weiterer Mutationen wie in KRAS, TP53, SMAD4 oder 
anderen Genen (Kinzler and Vogelstein, 1996) schwer nachvollziehbar, wenn man 
sich die Beteiligung von β-CATENIN an allen tumorrelevanten Prozessen (Hanahan 
and Weinberg, 2000) sowie EMT und stemness vor Augen führt. Weiterhin bleibt 
unklar, welcher Mechanismus dafür Verantwortung trägt, dass nukleäres β-CATENIN 




und assoziierte EMT fast ausschließlich in den Zellen der Invasionsfront auftreten. 
Die Erkenntnis, dass in den Metastasen der Umkehrprozess der MET beobachten 
werden kann (Brabletz et al., 2001), spricht natürlich für einen entscheidenden 
Einfluss des umgebenden stromalen Gewebes in diesem Prozess. Allerdings 
konnten effektiv beteiligte Zellen oder gar deren molekulare Wirkung auf die 
Lokalisation von β-CATENIN bisher nur ansatzweise aufgeklärt werden (Brembeck et 
al., 2004; Vermeulen et al., 2010). Vieles deutet in diesem Zusammenhang auf eine 
Beteiligung der Serin-Threonin-Kinase AKT hin (Fang et al., 2007; Vermeulen et al., 
2010), die im Zentrum verschiedenster zellulärer Signalwege steht und die über ILK 
(INTEGRIN LINKED KINASE) auch durch Zell-Matrix Kontakte aktiviert werden kann 
(Marotta et al., 2003; Tan et al., 2001). Zusätzlich existieren Daten, dass zwischen 
membranständigem und nukleärem β-CATENIN molekulare Unterschiede bestehen 
(Gottardi and Gumbiner, 2004). Die Regulation dieser Isoformen oder 
posttranslationalen Modifikationen stellt somit einen zusätzlichen, weiter 
aufzuklärenden Mechanismus in der Aktivität des WNT Signalwegs dar. In diesem 
Kontext stellt sich weiterhin die Frage, welche zusätzliche Stimulation nötig ist um 
das Zweiphasenmodell der β-CATENIN Zielgenaktivierung (s. S. 22) zu erklären. 
Gelänge eine Aufklärung dieser Mechanismen, wäre die Entwicklung einer 
zielgerichteten Therapie denkbar, die z. B. den nukleären Transport von β-CATENIN 
oder dessen Aktivität inhibiert und somit unter Umständen für eine Reduktion der 
Fraktion der koKSZ zu verwenden wäre (Takahashi-Yanaga and Kahn, 2010).  
Nach dieser Idee unterscheiden sich die einzelnen Tumorzellen schließlich 
lediglich durch ihre Lokalisation innerhalb eines Tumors voneinander. Transiente 
stemness resultiert hierbei plastisch aus den Einflüssen der zellulären Umgebung, 
wie zum Beispiel benachbarter Myofibroblasten, die durch parakrine HGF-Produktion 
ebenfalls auf die intrazelluläre β-CATENIN Lokalisation und somit den koKSZ-
Phänotypen erheblichen Einfluss nehmen (Vermeulen et al., 2010). Dies entspricht 
somit dem Konzept der extrinsisch induzierten KSZ (Rosen and Jordan, 2009) 
(Abbildung 11B). Bisher konnten Tumorstammzellen des Kolorektums mit Hilfe der 
Markermoleküle und β-CATENIN Zielgene CD133, CD44 und CD166 isoliert und 
charakterisiert werden. Allerdings scheint es mit Hilfe dieser Marker lediglich möglich, 
die Tumorstammzellfraktion anzureichern. Eine eindeutige Identifikation wie z. B. für 
normale intestinale Stammzellen mit Lgr5 (Barker et al., 2007) scheint hierdurch 




jedoch noch nicht möglich zu sein. Geht man davon aus, dass sich koKSZ direkt auf 
solche normale Kryptenstammzellen zurückführen lassen und ihre Nachkommen 
ähnlich schnell differenzieren (Barker et al., 2009), ist zu erwarten, dass sich die 
Tumorstammzellenthaltende Fraktion mit Hilfe z. B. einer LGR5 basierten 
Anreicherung nochmals deutlich enger eingrenzen lassen wird. Dieser Vermutung 
liegt das Modell der intrinsischen stemness zugrunde, das davon ausgeht, dass 
stemness eine festgelegte Eigenschaft einer kleinen Subpopulation an Tumorzellen 
ist (Abbildung 11A).  
Abbildung 11: Tumorstammzellmodelle 
Das intrinsische Tumorstammzellmodell (A) geht davon aus, dass spezifische Subpopulationen 
innerhalb eines Tumors durch die funktionellen Eigenschaften von KSZ charakterisiert sind. Das 
extrinsische Modell (B) hingegen vertritt die Ansicht, dass alle Zellen innerhalb eines Tumors 
funktionell identisch sind und lediglich durch die Aktivität ihrer zellulären Umgebung in ihrem Verhalten 
moduliert werden. In KRK ist ein paralleles Auftreten beider Erscheinungsformen denkbar; (Rosen and 
Jordan, 2009). 
 
Bisher existieren allerdings nur gut gängige Antikörper gegen die anderen Marker, 
deren immunhistochemische Expressionsprofile in humanen KRK interessanterweise 
nur teilweise mit nukleärem β-CATENIN und vermeintlichen koKSZ überlappen. So 
findet sich z. B. CD133 Expression eher in epithelial differenzierten, zentralen 
Tumorarealen ohne nukleäre Expression von β-CATENIN und auch eine 
Koexpression der Markerkombination CD44 und CD166 kann kaum detektiert 
werden (Horst et al., 2008; Horst et al., 2009b; Horst et al., 2009c). Diese Befunde 
eröffnen somit Spielraum für weitere Modelle: es könnte sich demnach eventuell um 




unterschiedliche Pools von KSZ handeln, die sich nach Anreicherung jedoch ähnlich 
verhalten, was sich unter Umständen auf einen gemeinsamen, funktionellen 
Mechanismus zurückführen lässt. Alternativ könnten diese verschiedenen Pools auch 
funktionell unterschiedlich sein und je nachdem z. B. entweder an der Bildung von 
Primärtumoren oder Metastasen beteiligt sein (Dieter et al., 2010; LaBarge, 2010).  
Weiterhin werden durch diese Daten gleichzeitig sowohl das intrinsische als auch 
das extrinsische Modell der stemness unterstützt (Abbildung 11) und ein paralleles 
Auftreten dieser verschiedenen Zellfraktionen innerhalb eines Tumors scheint eine 
plausible Erklärung für die beobachteten Diskrepanzen darzustellen. Alternativ 
besteht die Möglichkeit, dass es sich bei diesen Zellen nur um die direkten 
Nachkommen mit residualer Funktionalität von tatsächlichen Tumorstammzellen 
handelt. Diese verfügen weiterhin über die Expression der Marker, während durch 
nukleäres β-CATENIN gekennzeichnete Stammzellen bereits weiter in das 
Nachbargewebe invadiert sind. Passenderweise herrscht diesbezüglich auch noch 
Unklarheit, ob sich Tumorstammzellen durch Umprogrammieren auch von bereits 
höher differenzierten Tumorzellen ableiten lassen. All diese Möglichkeiten tragen 
dazu bei zu verstehen, warum die KSZ Frequenzen zwischen Tumoren 
verschiedener Patienten teils erheblich voneinander abweichen können (Rosen and 
Jordan, 2009). Darüber hinaus gilt es den Befund einzuordnen, dass ein gewisser 
Anteil an KRK (insbesondere MSI-H) vom klassischen histologischen 
Erscheinungsbild mit Tumorzentrum und Invasionsfront abweicht. Dies gilt 
vornehmlich für KRK des medullären Typs (Jass, 2007; Lanza et al., 1999) und 
könnte bedeuten, dass hier andere Mechanismen für den Tumorstammzellphänotyp 
verantwortlich sind oder gar, dass diese Tumore nach einer ganz anderen Strategie 
in die Progression gehen und Tumorstammzellen hierbei keine Rolle spielen. 
Die in dieser Arbeit präsentierten Daten sprechen jedoch klar für die Existenz und 
die funktionelle Rolle von Tumorstammzellen. Insofern stellt sich für die neu 
entdeckten β-CATENIN Zielgene p16INK4A, TERT und FGF-2 die Frage, ob ihre 
Beteiligung an der Vermittlung dieses Phänotyps von universeller Natur ist und ihre 
Aktivierung somit auch in Tumoren anderer Organe nachweisbar sein sollte. Da sich 
Tumore der meisten Organe jedoch nicht auf eine Hyperaktivität des WNT 




Signalwegs zurückführen lassen, wäre hier gegebenenfalls die Aufklärung der 
entsprechenden Mechanismen von sehr interessantem Wert.  
Eine zunehmend wichtige Rolle spielen diesbezüglich die sog. miRNAs (micro 
RNAs). Hierbei handelt es sich um kleine, nichtkodierende RNA-Moleküle mit 
komplexer Regulation, die eine hohe Komplementarität und somit Bindungsfähigkeit 
für eine große Anzahl an Zielgen-mRNAs aufweisen. Nach Bindung in der 3` UTR 
(untranslated region) der mRNAs werden diese entweder der Degradation zugeführt 
oder können nicht mehr als Vorlage für die Protein-Translation verwendet werden 
(Bartel, 2004). Abhängig von ihren jeweiligen Zielgen-mRNAs können miRNAs somit 
sowohl tumorsupportive als auch tumorsuppressive Aufgaben wahrnehmen und 
stellen dadurch einen wichtigen Regulationsmechanismus für die zelluläre 
Homöostase dar (Esquela-Kerscher and Slack, 2006; Faber et al., 2009). Weiterhin 
sind sie auch direkt an der Regulation von EMT (Burk et al., 2008; Gregory et al., 
2008; Martin-Berenjeno and Vanhaesebroeck, 2009; Park et al., 2008) und stemness 
(Shimono et al., 2009; Wellner et al., 2009) beteiligt und können z. B. über die in 
vielen Tumoren deregulierten Proteine MYC und RAS aktiviert werden (Ma et al., 
2010; Shimono et al., 2009; Wellner et al., 2009). Folglich könnte dies in Tumorarten 
mit intaktem WNT Signalweg einen Mechanismus für das Auftreten von 
Tumorstammzellen darstellen. Umgekehrt ist über die Beteiligung von miRNAs an 
der kolorektalen Karzinogenese gerade im Zusammenhang mit β-CATENIN Aktivität 
bisher nur sehr wenig bekannt und bleibt somit ein attraktiver Gegenstand in der 
künftigen molekularen Erforschung dieser Krankheit. 
Abschließend lässt sich festhalten, dass das Tumorstammzellmodel attraktive 
Erklärungsmöglichkeiten für viele bekannte Eigenheiten von Krebserkrankungen, wie 
z. B. der Therapieresistenz oder der Tumorheterogenität bietet und der Eingang der 
Konsequenzen des Modells in den klinischen Alltag in absehbarer Zeit erfolgen 
könnte. Mit sicheren Markern könnten diese Zellen demnach detektiert und im 
Wissen ihrer funktionellen Besonderheiten in Kombination mit gegen die übrige 
Tumormasse gerichteten Therapeutika spezifisch attackiert werden. Genährt wird 
diese Hoffnung bereits von ersten Studien z. B. am KRK (Gupta et al., 2009). Hier 
konnten bereits KSZ-selektiv wirksame Stoffe identifiziert werden, während Nicht-
KSZ wie erwartet ein sehr gutes Ansprechen auf herkömmliche Chemotherapeutika 




wie 5-FU aufzeigten. Die Weiterverfolgung dieses Gedankens der Kombitherapie 
eröffnet somit Hoffnung einem großen Ziel der medizinischen Forschung ein 
wichtiges Stück näher kommen zu können: der Verbesserung der Lebensumstände 
sowie der Prognose der betroffenen Patienten. 
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al.   alia 
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DKK  Dickkopf 
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7.2 Manuskript-Beiträge  
 
3.1 In einigen hochgradig mikrosatelliteninstabilen (MSI-H) kolorektalen 
Tumoren finden sich Mutationen im WTX – Gen  
In diesem Projekt war ich an der Entwicklung und der Koordination der Studie 
beteiligt. Darüber hinaus entwickelte und optimierte ich die analytischen Methoden, 
generierte einen Großteil der Daten und wertete diese aus. Außerdem fertigte ich die 
Abbildungen an, schrieb den Entwurf des Manuskripts und optimierte und 
submittierte das Manuskript zusammen mit Andreas Jung. 
 
3.2 Dickkopf-4 ist in kolorektalen Krebszellen oft herunterreguliert und inhibiert 
ihr Wachstum 
In diesem Projekt analysierte ich mittels von mir etablierter Real Time PCR die 
DKK4 Expression im Tumor verglichen zum Normalgewebe und wertete die hier 
gewonnenen Daten aus (Abbildung 1E). Ich war zudem an Diskussionen das Projekt 
betreffend und am Korrekturlesen des Manuskripts beteiligt. 
 
3.3 Der Krebsstammzellmarker CD133 hat eine hohe prognostische 
Aussagekraft aber unbekannte funktionelle Relevanz für die 
Metastasierung von humanem Dickdarmkrebs 
Mein alleiniger Beitrag zu dieser Veröffentlichung lag in der Entwicklung und 
Durchführung sämtlicher zell- und molekularbiologischen Analysen, deren 
Auswertung und der Anfertigung der entsprechenden Abbildungen. Zusammen mit 
David Horst und Andreas Jung plante und koordinierte ich das Projekt, schrieb Teile 
des Manuskriptes und war am Submissions- und Reviewprozess beteiligt. 
Zusammen mit David Horst bin ich equally contributing Erstautor dieser Publikation. 




3.4 Die humane TERT (Telomerase RT-Komponente) ist in kolorektalen 
Tumoren ein Zielgen von β-CATENIN  
In diesem Projekt war ich an der Planung der experimentellen Strategie sowie 
der Koordination der Experimente beteiligt. Darüber hinaus führte ich einen Großteil 
der Experimente aus (insbesondere die der Abbildung 3), analysierte die Daten und 
fertigte die Abbildungen an. Zusammen mit Andreas Jung erarbeitete und 
submittierte ich das Manuskript. 
 
3.5 p16INK4A ist ein β-Catenin Zielgen und korreliert mit schlechtem Überleben 
in humanen kolorektalen Tumoren 
Für diese Veröffentlichung in Gastroenterology lag mein Beitrag in der 
Durchführung eines Teils der molekularbiologischen Analysen (Abbildung 1 und 2). 
Außerdem wertete ich die Daten aus, fertigte Abbildungen an und war an der 
Erstellung des Manuskripts beteiligt. Zusammen mit Stella Wassermann bin ich 
equally contributing Erstautor dieser Veröffentlichung. 
 
3.6 Das β-CATENIN Zielgen FGF-2 ist ein Mediator von Stemness, EMT und 
Chemoresistenz in humanen kolorektalen Tumorzellen 
Die Arbeit an diesem Projekt und Manuskript stellt den Hauptanteil meiner 
Promotion dar. Zusammen mit Andreas Jung entwickelte ich die Idee zu diesem 
Projekt, plante die experimentelle Strategie und führte alle Arbeiten mit Ausnahme 
der FACS-Analysen und den Mausexperimenten aus. Auf einem Workshop in 
Snowmass Village, Colorado, USA initiierte ich die Kooperation mit meinem equally 
contributing Erstautor Bikul Das vom Hospital for Sick Children, aus Toronto, Kanada 
(jetzt Stanford University, Kalifornien, USA) und koordinierte diese. Ich fertigte alle 
Abbildungen an, schrieb den Entwurf des Manuskripts und überarbeitete und 
submittierte diesen zusammen mit Andreas Jung. 
 




7.3 Erklärung gemäß der “Promotionsordnung der LMU München 
für die Fakultät Biologie“ 
 
Betreuung: Hiermit erkläre ich, dass die vorgelegte Arbeit an der LMU von Herrn 
PD Dr. Andreas Jung (med. Fak.) betreut und von Herrn Professor Dr. 
Heinrich Leonhardt vor der Fakultät für Biologie vertreten wurde. 
Anfertigung: Hiermit versichere ich ehrenwörtlich, dass die Dissertation selbstständig 
und ohne unerlaubte Hilfsmittel angefertigt wurde. Über Beiträge, die im 
Rahmen der kumulativen Dissertation in Form von Manuskripten in der 
Dissertation enthalten sind, wurde im Kapitel 7.2 Rechenschaft abgelegt 
und die eigenen Leistungen wurden aufgelistet. 
Prüfung:  Hiermit erkläre ich, dass die Dissertation weder als Ganzes noch in 
Teilen an einem anderen Ort einer Prüfungskommission vorgelegt 
wurde. Weiterhin habe ich weder an einem anderen Ort eine Promotion 
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aber an Löwenbräu.  
Zu guter Letzt geht der größte Dank an meine Familie, dafür trotz allem einfach 
zu wissen wo man herkommt und wo man hingehört. Ich bin froh, dass ich Euch alle 
habe! Danke Mama, danke Papa! 
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